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Sommaire 
Introduction: L'athérosclérose consiste en une maladie lipidique inflammatoire 
ayant pour complications cliniques les maladies cardiovasculaires et les accidents 
vasculaires cérébraux. La physiopathologie de cette maladie implique 
l'interaction de différents types cellulaires au niveau de la paroi artérielle, dont 
les macrophages et les cellules endothéliales vasculaires. L'importance des LDL 
oxydées dans la pathogenèse de l'athérosclérose soulève un intérêt concernant 
l'implication du phénomène oxydatif dans son développement. De plus, les 
lésions d'athéromes sont caractérisées par une accumulation abondante de 
cholestérol et, de ce fait, les mécanismes de transport cellulaire de cholestérol 
revêtent une importance capitale dans la maladie. L'effet du stress oxydatif sur 
ce mécanisme demeure toutefois inconnu. Objectifs: Notre étude consiste à 
évaluer si le statut oxydatif des cellules impliquées dans l'athérosclérose peut 
influencer leur prédisposition à développer des anomalies oxydatives, 
inflammatoires et métaboliques. Pour ce faire, nous avons déterminé l'impact de 
la péroxydation lipidique sur le transport de cholestérol des macrophages THP-l 
et des cellules endothéliales vasculaires HUVEC, sur les défenses antioxydantes 
cellulaires et sur les réponses inflammatoires. Résultats: Premièrement, nous 
avons exploré l'influence du stress oxydatif induit par le fer-ascorbate sur les 
processus de transport de cholestérol des macrophages. Selon nos résultats, en 
réponse à la péroxydation lipidique, le cholestérol s'accumule dans les 
macrophages THP-l en conséquence d'une réduction de son efflux cellulaire et 
IV 
de sa protéine de transport ABCAI, via une régulation de sa transcription génique 
et des facteurs de transcription PPARs et LXRs. Deuxièmement, nous avons 
évalué l'impact du stress oxydatif sur les mécanismes de transport de cholestérol 
et d'inflammation des cellules HUVEC. Dans ces cellules, la péroxydation 
lipidique n'a pas altéré le transport et les transporteurs de cholestérol. Par contre, 
la présence concomitante de stress oxydatif et des monocytes a amplifié leur 
adhésion aux cellules endothéliales et l'expression des molécules inflammatoires 
ICAM-l, E-sélectine et MCP-l, tout en réprimant l'expression de l'enzyme 
eNOS. Troisièmement, nous avons investigué l'influence du stress oxydatif sur 
les réponses antioxydantes et inflammatoires des THP-I. Nos travaux indiquent 
que lorsque les macrophages sont soumis à un stress oxydatif, il s'ensuit une 
péroxydation lipidique, une perturbation de la composition en acides gras 
polyinsaturés et une réponse inflammatoire. Dans nos conditions expérimentales, 
la réponse des enzymes antioxydantes ne s'est pas avérée efficace, ce qui a mené 
à une perturbation du statut rédox et à l'accumulation de péroxyde d'hydrogène. 
Conclusions: Dans l'ensemble, nos travaux permettent de préciser l'impact de la 
péroxydation lipidique sur les étapes précoces de l'athérosclérose, en plus de 
souligner l'implication capitale des macrophages dans ce processus. En effet, 
lorsque les macrophages se trouvent dans un milieu pro-oxydatif, ils deviennent 
prédisposés à se développer en cellules spumeuses, entre autres par l'inhibition de 
la sortie de cholestérol cellulaire. Le stress oxydatif peut aussi stimuler la 
dysfonction des cellules endothéliales vasculaires, mais seulement lorsqu'elles 
sont mises en présence de monocytes. Enfin, l'importance des 
v 
monocytes/macrophages dans ces étapes pourrait. être due à leur incapacité à se 
défendre adéquatement contre un stress oxydatif, devenant toxiques pour eux-
mêmes et pour les cellules environnantes. 
Mots·clefs: Athérosclérose, stress oxydatif, péroxydation lipidique, monocytes, 
macrophages, cellules endothéliales vasculaires, transport de cholestérol, facteurs 
de transcription. 
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Abstract 
Introduction : Atherosclerosis is an inflammatory disorder involving lipid 
accumulation and leading to heart diseases and strokes. The pathophysiology of 
the disease involves the interaction of several cellular types in the artery wall, 
such as macrophages and vascular endothelial cells. The remarkable capacity of 
oxidized LDL to contribute to vascular lesions has raised large interest as to the 
implication of oxidative stress per se on atherosclerosis development. Besides, 
atherosclerotic lesions are characterized by an abundant cholesterol accumulation, 
which indicates cholesterol transport abnormalities in the arterial wall. 
Nevertheless, the impact of oxidative stress relative to these events remains 
unknown. Objectives: The aims of our studies were to determine whether 
oxidative stress increases the predisposition of cells to develop atherosclerotic 
lesions. To this end, we have examined the impact of lipid peroxidation on 
cholesterol trafficking in THP-l macrophages and in HUVEC vascular 
endothelial cells, with particular emphasis on the related mechanisms. We have 
also assessed the ability of macrophages to deploy antioxidant defense when 
challenged with oxidative stress. Results: First, we have explored the influence 
of oxidative stress induced by the iron-ascorbate system on cholesterol transport 
in macrophages. According to our findings, lipid peroxidation limits cholesterol 
outflow via the inhibition of LXRs gene expression, leading to a decline in 
PPARs mRNA, which in tum decreased ABCAI expression and lowered 
cholesterol efflux. Second, we have evaluated the impact of iron-ascorbate on 
cholesterol transport and inflammation by focusing on endothelial vascular cells. 
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Surprinsingly, in HUVEC cells, lipid peroxidation did not lead to significant 
changes in cholesterol influx/efflux and in lipoprotein-cholesterol receptors. On 
the other hand, oxidative stress enhanced cellular adhesion of HUVEC and THP-
1 along with an increase in the inflammatory molecules ICAM-I? E-selectin and 
MCP-I, as well as in the eNOS enzyme. Finally, we have tested the susceptibility 
of THP-I macrophages to develop oxidative stress and to deploy antioxidant 
defense mechanisms that insure the proper balance between the prooxidant and 
antioxidant molecules. Our results show that macrophages, activated under 
conditions of oxidative stress, have not exhibited powerful endogenous 
antioxidants, which may enhance inflammation magnitude. Conclusions: 
Overall, our study highlighted the impact of lipid peroxidation on the early steps 
of atherosclerosis development and clarified the obligatory involvement of 
macrophages in the process. Indeed, when macrophages reside in a prooxidative 
environment, they become more susceptible to foam cell development, 
implicating, among others, the inhibition of cellular cholesterol efflux. 
Additionally, oxidative stress induced endothelial cell dysfunction, but only in the 
presence of monocytes. Finally, the importance of monocytes/macrophages in 
these steps could be caused by their incapacity to adequatly detoxify free radicals 
and lipid peroxidation molecules, thereby developing harmful toxic effects 
against themselves and surrounding cells. 
Key words: Atherosclerosis, oxidative stress, lipid peroxidation, monocytes, 
macrophages, endothelial vascular cells, cholesterol transport, transcription 
factors. 
Vlll 
Table des matières 
Page de titre ............................................................................................................ i 
Page d'identification des jurys .............................................................................. ii 
Sommaire .............................................................................................................. iii 
Abstract .................................................................................................................. vi 
Table des matières .............................................................................................. viii 
Liste des figures ................................................................................................... xii 
Liste des tables ............................................................................................... ...... xiv 
Liste des abréviations ........................................................................................... xv 
Remerciements ................................................................................................... xxiv 
1. INTRODUCTION ............................................................................................. 1 
1.1 LIPIDES ET LIPOPROTÉINES ......................................................................... 2 
1.1.1 Lipides alimentaires ....................................................................................................... 2 
1.1.1.1 Acides gras 2 
1.1.1.2 Triacylglycérols _____________________ 3 
1.1.1.3 Phospholipides 4 
1.1.1.4 Cholestérol 5 
1.1.2 Digestion des lipides ...................................................................................................... 7 
1.1.2.1 Hydrolyse des lipides 7 
1.1.2.2 Émulsification et solubilisation micellaire _____________ 9 
1.1.3 Absorption intestinale des lipides ................................................................................ Il 
1.1.3.1 Passage transmembranaire Il 
1.1.3.2 Transport intracellulaire __________________ 14 
1.1.3.3 Réestérification des lipides 17 
1.1.3.3 .. 1 Triacylglycérols ........................................................................................... 17 
1.1.3.3.2 Phospholipides ............................................................................................. 20 
1.1.3.3.3 Cholestérol ................................................................................................... 20 
1.1.3.4 Assemblage des lipoprotéines intestinales 22 
1.1.3.4.1 «Editing »de l'apo B ................................................................................... 22 
1.1.3.4.2 Lipidation de l'apo B et formation des chylomicrons .................................. 23 
1.1.3.5 Autres lipoprotéines intestinales 28 
IX 
1.1.4 Transport et métabolisme des lipides dans la circulation ............................................. 29 
1.1.4.1 Chylomicrons 30 
1.1.4.2 Lipoprotéines de très haute densité (VLDL) ____________ 32 
1.1.4.2.1 Assemblage et sécrétion des VLDL ............................................................. 32 
1.1.4.2.2 Métabolisme des VLDL ............................................................................... 33 
1.1.4.3 Lipoprotéines de densité intermédiaire (!DL) 34 
1.1.4.4 Lipoprotéines de faible densité (LDL) ______________ 35 
1.1.4.5 Lipoprotéines de haute densité (HDL) et transport inverse du cholestérol __ 37 
1.2 ATHÉROSCLÉROSE ......................................................................................... 44 
1.2.1 Importance et impacts sociaux de la maladie .............................................................. .44 
1.2.2 Physiopathologie de l'athérosclérose ........................................................................... 46 
1.2 .. 2.1 Anatomie de la paroi vasculaire 48 
1.2.2.2 Dysfonction endothéliale ___________________ 49 
1.2.2.2.1 Endothélium vasculaire ................................................................................ 49 
1.2.2.2.2 Fonction endothéliale: oxyde nitrique ......................................................... 51 
1.2.2.2.3 Fonction endothéliale: prostaglandines ....................................................... 54 
1.2.2.2.4 Fonction endothéliale : endothéline .............................................................. 56 
l.2.2.2.5 Perte de la fonction endothéliale .................................................................. 57 
1.2.2.3 Infiltration des LDL 58 
1.2.2.4 Rétention des LDL _____________________ 58 
1.2.2.5 Modification des LDL et propriétés des LDL oxydées 59 
1.2.2.6 Adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales 64 
1.2.2.6.1 Expression des molécules d'adhésion .......................................................... 66 
1.2.2.6.1.1 Sélectines .............................................................................................. 67 
1.2.2.6.1.2 Superfamille des immunoglobulines .................................................... 70 
1.2.2.6.2 Expression des intégrines ............................................................................. 72 
1.2.2.6.3 Molécules d'adhésion solubles ..................................................................... 73 
1.2.2.7 Transmigration chimiotactique 74 
1.2.2.8 Formation des cellules spumeuses et des stries lipidiques ________ 75 
1.2.2.9 Prolifération et migration des cellules musculaires lisses: formation de la chape 
fibreuse _______________________________________________________ 79 
1.2.2.10 Formation du corps nécrotique 80 
1.2.2.11 Stabilité des plaques athéromateuses 82 
1.2.2.12 Complication et rupture des plaques athéromateuses 83 
1.2.3 Transport de cholestérol dans les macrophages et les cellules endothéliales vasculaires 
.............................................................................................................................................. 85 
1.2.3.1 Influx de cholestérol 86 
1.2.3.1.1 Récepteurs de LDL ....................................................................................... 86 
1.2.3.1.2 Récepteurs éboueurs ..................................................................................... 86 
1.2.3.1.2.1 «Scavenger receptors c1ass A» (SRA) .................................................. 87 
1.2.3.1.2.2 «Fatty acid translocase» (CD36) ........................................................... 89 
1.2.3.1.2.3 «Scavenger receptor c1ass B type 1» (SR-BI) ....................................... 91 
1.2.3.1.3 «Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1» (LOX-I ) ............ 94 
x 
1.2.3.2 Efflux de cholestérol ____________________ 96 
1.2.3.2.1 «ATP-Binding cassette transporter AI» (ABCA 1) ...................................... 97 
1.2.3.2.2 «ATP-Binding cassette transporter G 1» (ABCG 1) .................................... 103 
1.2.3.2.3 Apolipoprotéine E ..................................................................................... 105 
1.2.4 Facteurs de transcription impliqués dans le métabolisme lipidique ........................... 106 
1.2.4.1 «Peroxisome Proliferator-Activated Receptors» (PPARs) 106 
1.2.4.1.1 PPARa ....................................................................................................... 109 
1.2.4.1.2 PPARy ........................................................................................................ 110 
1.2.4.1.3 PPARCS ........................................................................................................ 111 
1.2.4.1.4 PP ARs et athérosclérose ............................................................................. 113 
1.2.4.1.4.1 pp ARa et athérosclérose .................................................................... 113 
1.2.4.1.4.2 PPARy et athérosclérose ..................................................................... 114 
1.2.4.1.4.3 pp ARcS et athérosclérose ..................................................................... 117 
1.2.4.2 «Liver X Receptors» (LXRs) 118 
1.2.4.2.1 LXRs et athérosclérose ............................................................................... 119 
1.2.5 Facteurs de risque de l' athérosclérose ....................................................................... 122 
1.2.5.1 Résistance à l'insuline et diabète 122 
1.2.5.2 Dyslipidémies athérogènes 124 
1.2.5.2.1 Hypercholestérolémie ................................................................................. 125 
1.2.5.2.2 Niveaux plasmatiques de HDL. .................................................................. 126 
1.2.5.2.3 Hypertriglycéridémie .................................................................................. 127 
1.2.5.3 Hyperhomocystéinémie 128 
1.2.5.4 Hypertension artérielle et angiotensine II ____________ 129 
1.2.6 Athérosclérose et pédiatrie ......................................................................................... 131 
1.3 STRESS OXYDATIF ....................................................................................... 132 
1.3.1 Formation des radicaux libres ................................................................................... 132 
1.3.2 Oxydants non radicalaires ......................................................................................... 135 
1.3.3 Sources des dérivés réactifs de l'oxygène dans la paroi vasculaire .......................... 137 
1.3.3.1 Transport mitochondrial d'électrons 139 
1.3.3.2 NADPHoxydases ___________________ 140 
1.3.3.3 Xanthine oxydase 143 
1.3.3.4 Découplage de l'oxyde nitrique synthase endothéliale 144 
1.3.3.5 Myélopéroxydase 147 
1.3.3.6 Lipoxygénases 147 
1.3.3.7 Métaux de transition 148 
1.3.4 Défenses antioxydantes .............................................................................................. 148 
1.3.4.1 Enymes antioxydantes 149 
1.3.4.1.1 Superoxydes dismutases ............................................................................. 149 
1.3.4.1.2 Catalase et péroxydases .............................................................................. 150 
Xl 
1.3.4.1.3 Défenses antioxydantes dépendantes du glutathion .................................... 152 
1.3.4.1.4 Séquestration des métaux ........................................................................... 155 
1.3.4.2 Antioxydants non enzymatiques 156 
1.3.4.2.1 Ascorbate (vitamine C) ............................................................................... 156 
1.3.4.2.2 Acide urique ............................................................................................... 159 
1.3.4.2.3 Bilirubine .................................................................................................... 159 
1.3.4.2.4 Vitamine E .................................................................................................. 160 
1.3.4.2.5 Coenzyme QIO ......................................... : .................................................. 163 
1.3.5 Dérivés réactifs de l'oxygène et athérosclérose ......................................................... 164 
l.3.5.1 Péroxydation lipidique 166 
1.3.5.2 LDL oxydées 168 
1.3.6 Réactions rédox et signalisation cellulaire ................................................................. 169 
1.3.7 Stress oxydatif et régulation transcriptionnelle .......................................................... 171 
l.3.7.1 «Nuclear factor-kappa B» (NF-KB) 171 
1.3.7.2 «Activator protein-l» (AP-I) _________________ 173 
1.3.7.3 «Peroxisome proliferator-activated receptors» (PPARs) 174 
1.3.8 Épidémiologie des maladies cardiovasculaires et supplémentation en antioxydants .175 
1.3.8.1 Études de cohortes prospectives 175 
1.3.8.2 Études randomisées contrôlées: prévention primaire _________ 176 
1.3.8.3 Études randomisées contrôlées: prévention secondaire 179 
1.3.8.4 Vitamine E en combinaison avec d'autres antioxydants 182 
1.4 Choix des modèles in vitro .............................•...................•...•.......................... 187 
1.4.1 Système pro-oxydant fer-ascorbate ............................................................................ 187 
1.4.2 Modèles cellulaires .................................................................................................... 191 
2. BUTS ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE ............................................ 193 
3. ARTICLE 1 .................................................................................................... 197 
4. ARTICLE 2 .................................................................................................... 238 
5. ARTICLE 3 .................................................................................................... 280 
6. DISCUSSION GÉNÉRALE ......................................................................... 331 
7. RÉFÉRENCES .............................................................................................. 355 
XlI 
Liste des 'figures 
Figure 1 : Molécules de glycérol et de triacylglycérol ... " .......................................... p.3 
Figure 2 : Molécule de phospholipide """""""""""""""",,""""",,""""""""""""" pA 
Figure 3 : Molécule de cholestérol """""""""""""""""""""""""""""""""""""'" p.6 
Figure 4 : Micelle """""" ....... """""."""""""" ... """"."""""" ... """".""""""""". p.IO 
Figure 5 : Réestérification des triacylglycérols """""""" ............ """"" ................ ,, p.19 
Figure 6 : Réestérification des phospholipides .. """""""""""""""""""" .... ,,""",,. p.20 
Figure 7 : Assemblage des pré-chylomicrons dans le réticulum endoplasmique"". p.25 
Figure 8 : Formation des chylomicrons ... "" .... """""""""""""""""""""" .. """"". p.27 
Figure 9 : Chylomicron ."""""" .. " .............. """"" ... """"."" .. " .......... """""""""". p.28 
Figure 10 : LDL .......................................................................................................... p.37 
Figure Il : HDL """"""" ""." .. " ....... """""""".""""" ........ """""""""" " ... "" "" .. ". p.38 
Figure 12 : Transport inverse du cholestérol.. .. """"""""" .. """"" .... """""""""""" pA] 
Figure 13 : Lésions athéromateuses "" .. "" .. """"" ...... " .... """""""""""""""""""". pA7 
Figure 14 : Anatomie de la paroi vasculaire""" .... "" ............ """"""""""" .. " .. " ....... pA9 
Figure 15 : Biosynthèse de l' oxyde nitrique.~"" .......... """""""""""""""""""" .. ,, ... p.53 
Figure 16 : LDL et formation de l'athérosclérose .... """" ........ """"""""" ...... ""."." p.64 
Figure 17 : Interactions leucocytes-cellules endothéliales .... """"""""""""""""" ... p.66 
Figure 18 A : Développement de l'athérosclérose .. """""""" .. """"""" ................... p.78 
, 
Figure 18 B : Développement de l'athérosclérose """""" .......................... " ...... """. p.81 
Figure 18 C : Développement de l'athérosclérose """ .. "" .......................... """ .. " .. ". p.84 
Figure 19 : SR-BI """""" ...... " .................. " .. "." .. ""."""" ... "" ........................ " .. " .... p.92 
X1ll 
Figure 20: ABCAI .................................................................................................... p.98 
Figure 21 : Récepteurs de cholestérol des macrophages .................................. ,' ....... p.106 
Figure 22 : Régulation transcriptionnelle par les pp ARs ......................................... p.108 
Figure 23 : Régulations et fonctions des pp ARs ...................................................... p.112 
Figure 24 : Régulations et fonctions des LXRs ........................................................ p.121 
Figure 25: NADPH oxydase .................................................................................... p.141 
Figure 26 : Structure de la eN OS ............................................................................. P .145 
Figure 27: Découplage de la eNOS ......................................................................... p.146 
Figure 28: Activité pro-oxydante de l'ascorbate ..................................................... p.158 
Figure 29 : Alpha-tocophérol ................................................................................... p.160 
Figure 30 : Alpha- et gamma-tocophérol ................................................................. p.162 
Figure 31 : Péroxydation lipidique et formation des aldéhydes ............................... p.167 
Figure 32 : Système pro-oxydant fer-ascorbate et péroxydation lipidique .............. p.189 
Figure 33 : Réduction de l'efflux de cholestérol par le stress oxydatif dans les 
macrophages THP-l .................................................................................................. p.338 
Figure 34: Stress oxydatif et cellules endothéliales vasculaires .............................. p.342 
Figure 35 : Synthèse et métabolisme du glutathion .................................................. p.347 
Figure 36: Réponse des macrophages au stress oxydatif ........................................ p.352 
XIV 
Liste des tables 
Table 1 : Principaux transporteurs des lipides dans les entérocytes ........................... p.16 
Table 2 : Caractéristiques des lipoprotéines ............................................................... p.30 
Table 3: Activités pro-athérogènes des oxLDL. ........................................................ p.63 
Table 4 : Radicaux libres dans les systèmes biologiques ......................................... p.134 
Table 5 : Oxydants non radicalaires ......................................................................... p.136 
Table 6 : Études cliniques sur la supplémentation en vitamine E et les maladies 
cardiovasculaires : prévention primaire .................................................................... p.178 
Table 7 : Études cliniques sur la supplémentation en vitamine E et les maladies 
cardiovasculaires : prévention secondaire ................................................................. p.I8I 
Table 8 : Études cliniques sur la combinaison de suppléments d'antioxydants et 
les maladies cardiovasculaires ................................................................................... p.184 
!tg 
a-TO-
a-TOH 
y-GCS 
y-GT 
AAPH 
ABCAI 
ABCGl 
ABCG4 
AB CP 
ACAT 
ADN 
ADP 
ADRP 
AG 
AGCC 
AGCL 
AGCM 
AGEs 
AMPc 
AP-l 
Apo 
Liste des abréviations 
Microgramme 
Radical alpha-tocophéryle 
Alpha-tocophérol 
Gamma-glutamylcystéine synthétase 
Gamma-glutamyltransférase 
xv 
«2,2' -Azobis-2-methyl-propanimidamide dihydrochloride» 
«A TP binding cassette Al» 
«A TP binding cassette G 1» 
«A T.P binding cassette G4» 
«Acyl-coenzyme A binding protein» 
Acyl-coenzyme A: cholestérol acyltransférase 
Acide désoxyribonucléique 
Adénosine diphosphate 
«Adipose differentiation-related protein» 
Acide gras 
Acide gras à chaîne courte 
Acide gras à chaîne longue 
Acide gras à chaîne moyenne 
«Advanced glycation products» 
Adénosine monophosphate cyclique 
«Activator protein-l» 
Apolipoprotéine 
APOBEC-l 
AR 
ARNm 
Asc 
ATOX-l 
ATP 
AVC 
BH4 
BHT 
Ca 
CCK 
CETP 
cGMP 
CHOL 
CM 
CML 
CoA 
Cox 
CREB 
CRP 
Cu 
CYP27 
DG 
«ApoB mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 1» 
Acide rétinoïque 
Acide ribonucléique messager 
Ascorbate 
«Antioxidant-l» 
Adénosine triphosphate 
Accident vasculaire cérébral 
(6R)-5,6, 7,8-tétrahydrobi optérine 
«Butylated hydroxytoluene» 
Calcium 
Cholecystokinine 
«Cholesterol ester transfer protein» 
Guanosine monophosphate cyclique 
Cholestérol 
Chylomicron 
Cellules musculaires lisses 
Coenzyme A 
Cycloxygénase 
«AMPc responsive-element-binding protein» 
Protéine C réactive 
Cuivre 
«Sterol 27 -hydrolase» 
Diglycéride 
XV! 
DGAT 
dL 
Ee 
ec 
EIM 
eNOS 
F 
FABP 
FABPpm 
FAD 
FATP4 
Fe 
FMN 
g 
GPAT 
GPx 
GR 
GSH 
GSS 
GSSG 
GT 
GTP 
H 
Diacylglycérol acyltransférase 
. Décilitre 
Esters de cholesterol 
Extracellulaire 
Épaisseur intima-média 
Oxyde nitrique synthase endothéliale 
Femmes 
«Fatty acid binding protein» 
XVll 
«Fatty acid binding protein» de la membrane plasmatique 
Flavine adénine dinucléotide 
«Fatty acid-transport protein 4» 
Fer 
Flavine mononucléotide 
Gramme 
Glycérol-3-phosphate acyltransférase 
Glutathion péroxydase 
Glutathion réductase 
Glutathion 
Glutathion synthétase 
Glutathion disulfide 
Glutathion S-transférase 
Guanosine triphosphate 
Hommes 
HAEC 
H20 2 
HDL 
HETE 
«Human aortic endothelial cells» 
Péroxyde d'hydrogène 
Lipoprotéine de haute densité 
Acide hydroxyéicosatétranoïque 
XVlll 
HMGR «3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A» réductase ou 
HMG-CoA réductase 
HNE 
HOCI 
HODE 
HUVEC 
ICAM-l 
IDL 
I-FABP 
Ig 
IL 
lM 
IMC 
INFy 
iNOS 
IKB 
kDa 
kg 
L 
4-Hydroxynonénale 
Acide hypochlorique 
Acide hydroxyoctadécadienoïque 
«Human umbilical vascular endothelial cells» 
«lntercellular adhesion molecule 1» 
Lipoprotéine de densité intermédiaire 
«lntestinal-fatty acid binding proteim, 
Immunoglobuline 
Interleukine 
Infarctus du myocarde 
Indice de masse corporelle 
Interféron gamma 
Oxyde nitrique synthase inductible 
«Inhibitor kappa B,> 
kilodalton 
kilogramme 
Litre 
xix 
LCAT Lécithine: cholestérol acyltransférase 
LDL Lipoprotéine de faible densité 
L-FABP «Liver-fatty acid binding protein» 
LH Lipase hépatique 
LOO- Radical lipidique péroxyle 
LOOH Hydropéroxyde lipidique 
LOX-l «Lectin like-oxidized low density lipoprotein 1» 
LPL Lipoprotéine lipase 
LPS Lipopol ysaccharide 
LTB4 Leucotriène B4 
LXR «Li ver X receptor» 
LXRE «LXR response element» 
m Mètre 
MAPK «Mitogen-activated protein kinase» 
MCP-l «Monocyte chemotactic protein 1» 
M-CSF «Macrophage colony stimulating factor» 
MCV Maladies cardiovasculaires 
MDA Malondialdéhyde 
mg Milligramme 
MG Monogl ycéride 
MGAT Monoacylglycérol acyltransférase 
ml Millilitre 
mM Millimolaire 
mmLDL 
mmol 
MMP 
Mn 
MTP 
NADH 
NADPH 
NF-lCB 
nm 
nNOS 
NO 
NPCILI 
NR 
02 
O2-
OH-
ONOOH 
oxLDL 
PA 
PAF 
PAF 
PAI-I 
PC 
Lipoprotéine de faible densité rninimalement modifiée 
Millimole 
Métalloprotéinase matricielle 
Manganèse 
«Microsomal triglyceride transfer protein» 
Nicotinarnide adénine di nucléotide phosphate 
Nicotinarnide adénine dinucléotide phosphate réduite 
«Nuclear factor-kappa B» 
Nanomètre 
Oxyde nitrique synthase neuronale 
Oxyde nitrique 
«Niemann Pick Cl-like 1» 
Non radicalaire 
Oxygène moléculaire 
Anion superoxyde 
Radical hydroxyle 
Acide péroxynitrique 
LDLoxydée 
«Plasrninogen activator» 
«Platelet activating factor» 
«Platelet activating factor acetylhydrolase» 
«Plasrninogen activator inhibitor-l» 
Phosphatidylcholine 
xx 
PDGF 
PDI 
PECAM-I 
PG 
PGh 
PHGPx 
phospholipidiques 
PKA 
PL 
PLAz 
PLTP 
PMA 
PON 
PPAR 
PPRE 
PSGL-l 
RAGE 
RE 
RNS 
ROO-
ROS 
RXR 
SCP-2 
«Platelet-derived growth factor» 
«Protein disulfide isomerase» 
«Platelet-endothelial cell adhesion molecule 1» 
Prostaglandine 
Prostacycline 
XXI 
Glutathion péroxydase des hydropéroxydes 
Protéine kinase A 
Phospholipides 
Phospholipase Az 
«Phospholipid transfer protein» 
Phorbol myristate acétate 
Paroxonase 
«Proliferator-activated receptor» 
«PP AR response element» 
«P-selectin glycoprotein ligand-l» 
Récepteur des « Advanced glycation products » 
Réticulum endoplasmique 
Dérivés réactifs de l'azote 
Radical péroxyle 
Dérivés réactifs de l'oxygène 
«Retinoic X receptor» 
«Sterol carrier protein-2» 
XXll 
SOD Superoxyde dismutase 
SODI Cu,Zn-SOD cytosolique 
SOD2 Mn-SOD mitochondriale 
SOD3 Cu,Zn-SOD extracellulaire 
SRA «Scavenger receptor c1ass A» 
SR-AI/II «Scavenger receptor c1ass A type I/Il» 
SR-BI «Scavenger receptor c1ass B type l» 
SREBP «Sterol regulatory element binding protein» 
STAT Signal transducers and activators of transcription 
TG Triacylglycérol 
TNF-a «Tumor necrosis factor alpha» 
tPA « tissue plasminogen activator » 
TXA2 Thromboxane 
TZD Thiazolidinediones 
UI Unités internationales 
UV Ultra-violet 
VCAM-I «Vascular ceIl adhesion molecule I» 
VLDL Lipoprotéine de très faible densité 
XDH Xanthine déshydrogénase 
XO Xanthine oxydase 
XOR Xanthine oxydoréductase 
Zn Zinc 
XXlll 
Pour ma famille ... 
xxiv 
Remerciements 
Je désire tout d'abord remercier mon directeur de thèse, le Dr Emile Levy, 
pour son appui et son intelligence scientifique. Le Dr Levy a été mon mentor au 
cours de toutes ces années et il a su me donner goût à la recherche. li m'a aussi 
appris qu'il est toujours possible de repousser ses limites un peu plus loin. Je 
crois ne jamais pouvoir lui exprimer assez toute ma reconnaissance et ma 
gratitude. 
Je remercie aussi tous les membres de l'équipe du laboratoire, anciens et 
actuels, pour leur aide, leurs encouragements et leur amitié. Je souhaite 
remercier d'une manière toute particulière Carole, qui avec toute sa patience, m'a 
appris une panoplie de techniques et qui, dès le début, m'a honorée de sa 
précieuse amitié. Je remercie aussi tout spécialement Zola, pour son 
indispensable aide au quotidien, mais surtout pour son énorme support moral et sa 
fidèle amitié. 
Je voudrais aussi remercier mes parents, pour leur amour et leur appui 
inconditionnels. lis m'ont enseigné à ne jamais abandonner et je leur dois toute la 
gratitude au monde. Je remercie aussi ma sœur Marie-Eve, Jean et bébé Victor, 
pour leurs encouragements, leur amour et leur fierté. Je désire remercier tous mes 
amis pour leur appui et leurs encouragements. Enfin, je remercie amoureusement 
mon mari Leonard pour son soutien quotidien, ses précieux conseils et son 
amour. 
1. INTRODUCTION 
2 
1.1 LIPIDES ET LIPOPROTÉINES 
1.1.1 Lipides alimentaires 
Les graisses constituent de 30 à 40% des calories ingérées dans une diète 
occidentale. Les triacylglycérols, ou triglycérides (TG), constituent la source 
majeure de lipides alimentaires (120-150 g/jour). Parmi les autres lipides 
diététiques, on retrouve les phospholipides (PL) (4-8 g/jour) et le cholestérol 
(CHOL) (300-500 mg/jour). Les lipides d'origine biliaire déversés dans la 
lumière intestinale constituent une source quantitativement plus importante de 
CHOL (800-1200 mg/jour) et de PL (10-20 g/jour). Enfin, la desquamation des 
cellules du tractus digestif fournit un apport en CHOL non négligeable (250-400 
mg/jour) [1,2]. 
1.1.1.1 Acides gras 
Un acide gras (AG) consiste en une chaîne d'atomes de carbone et 
d'hydrogène possédant, à une extrémité, un groupement carboxyle (-COOH) et à 
un autre un groupe méthyle. La chaîne des acides gras peut être saturée (absence 
de double liaison) ou non saturée (présence d'une ou de plusieurs doubles 
liaisons). La longueur de la chaîne peut varier entre 2 et 30 atomes de carbone, 
mais les acides gras alimentaires les plus communs sont composés de 12 à 22 
carbones [3]. On peut classer les acides gras selon la longueur de leur chaîne: les 
acides gras à chaîne courte (2 à 4 carbones), à chaîne moyenne (5 à 12 carbones) 
et à chaîne longue ( > 12 carbones) [4,5]. Les acides gras remplissent plusieurs 
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fonctions dans l'organisme, tant au niveau énergétique, structurel que fonctionnel 
[6]. 
1.1.1.2 Triacylglycérols 
Généralement, on ne retrouve que très peu d'acides gras libres dans 
l'alimentation. La plupart du temps, trois chaînes d'acides gras se lient à une 
molécule de glycérol pour former un triacylglycérol, une molécule non polaire 
insoluble dans l'eau. Les acides gras peuvent se trouver à trois positions 
stéréochimiques différentes sur la molécule de glycérol, soit sn-l, sn-2 et sn-3. 
L'aspect hydrophobe des TG influence leurs processus de digestion, d'absorption 
et de transport dans l'organisme [7]. Les TG jouent un rôle énergétique très 
important, car ils constituent la principale réserve énergétique des adipocytes et 
servent de substrat immédiat pour livrer les acides gras à l'oxydation [6]. 
Figure 1. Molécules de glycérol et de triacylglycérol 
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Figure 1 : La molécule de triacylglycérol est constituée de trois chaînes d'acides 
gras liés à un glycérol. 
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1.1.1.3 Phospholipides 
Les phospholipides sont des molécules amphipatiques: ils peuvent 
interagir tant avec les milieux hydrophiles qu'hydrophobes. lis sont composés 
d'un groupement phosphate qui constitue l'extrémité polaire, de deux chaînes 
d'acides gras représentant l'extrémité non-polaire, ainsi que d'un squelette de 
glycérol [7]. La phosphatidylcholine (PC) constitue le PL principal et est 
constituée d'un glycérol estérifié par l'acide phosphorique, de la choline et de 
deux acides gras. Étant amphipatiques, les PL sont des constituants 
fondamentaux des membranes plasmatiques et des organites cellulaires et ils 
peuvent aussi servir de constituants énergétiques [6]. 
Figure 2. Molécule de phospholipide 
Figure 2 : Les phospholipides sont composés d'un groupement phosphate, de 
deux chaînes d'acides gras et d'un squelette de glycérol. 
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1.1.1.4 Cholestérol 
Le cholestérol est une molécule composée d'atomes de carbone associés 
en forme de chaînes cycliques. fi est essentiel à la vie, car il est le principal 
constituant des membranes et le précurseur d'un grand nombre de stéroïdes [7]. 
Le CHOL peut être sous forme libre et lorsqu'un AG s'attache au groupement 
hydroxyle (-OH) du CHOL, il se trouve sous sa forme estérifiée. Le CHOL libre 
est une molécule amphipatique, mais les esters de CHOL sont pour leur part très 
hydrophobes [7]. 
Environ la moitié du CHOL de l'organisme est fourni par l'alimentation et 
le reste est synthétisé dans les différents tissus dont principalement le foie, 
l'intestin et la peau [6]. Les atomes de carbone utilisés pour la synthèse de 
cholestérol proviennent de l'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) et l'étape limitante 
de ce processus implique l'enzyme «3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A» 
réductase (HMG-CoA réductase ou HMGR) [8]. Constituée d'une simple chaîne 
polypeptidique de 888 acides aminés, elle catalyse la réduction du HMG-CoA en 
coenzyme A et en mévalonate, réaction qui s'effectue via deux transferts 
successifs et qui nécessite deux molécules de nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate réduite (NADPH). fi s'agit d'une enzyme hautement régulée: la 
transcription et la traduction de son gène sont diminuées quand les produits de la 
voie du mévalonate sont abondants et la dégradation de la protéine est augmentée 
lorsque les concentrations de stérols sont importantes [8]. L'activité de la HMG-
CoA réductase est aussi modulée de manière post-transcriptionnelle par des 
processus de phosphorylation. In vitro, elle peut être phosphorylée par différentes 
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protéines kinases: la «AMP-activated protein kinase», la protéine kinase C et une 
protéine kinase dépendante de la calmoduline. Ces trois kinases ajoutent une 
molécule de phosphore au résidu S872, situé près de la portion C-terminale, et 
cette phosphorylation réduit l'activité de la protéine [8]. L'enlèvement du 
phosphate par la HMG-CoA phosphorylase réactive l'enzyme [8]. De plus, la 
HMG-CoA réductase est la cible de composés inhibiteurs appelés statines qui 
lient de façon compétitive le site actif de l'enzyme et qui sont efficaces pour faire 
diminuer les taux de cholestérol sanguins chez l'homme [8]. 
Le cholestérol constitue l'élément précurseur des hormones stéroïdiennes, 
comme les hormones sexuelles (œstrogène, testostérone) et les hormones 
surrénaliennes (progestérone) [6]. TI s'avère aussi un précurseur des acides 
biliaires qui sont essentiels à la digestion des lipides [6]. Par contre, le 
cholestérol ne participe pas aux fonctions énergétiques de l'organisme comme le 
font les TG et les PL [6]. 
Figure 3. Molécule de cholestérol 
Figure 3: La molécule de cholestérol est composée d'atomes de carbone associés 
en forme de chaînes cycliques. li peut être sous forme libre, ou sous forme 
estérifiée, soit associé à un acide gras. \ 
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1.1.2 Digestion des lipides 
Les lipides étant essentiellement hydrophobes, ils sont incompatibles avec 
les environnements aqueux de la lumière intestinale et de la circulation sanguine. 
De ce fait, ils doivent subir diverses transformations afin d'être digérés et 
absorbés, puis assemblés dans les lipoprotéines afin d'être transportés dans le 
sang. 
Le processus de digestion est nécessaire pour transformer les aliments 
absorbés en leur plus petite unité. Lors de la phase digestive des graisses, deux 
processus interdépendants sont impliqués: l'hydrolyse des lipides par les 
enzymes hydrolytiques et la dispersion micellaire des produits de la lipolyse par 
les acides biliaires [1]. 
1.1.2.1 Hydrolyse des lipides 
Chez l'humain, l'hydrolyse des TG débute dans l'estomac par l'action de 
la lipase gastrique. Cette enzyme agit principalement sur les liens en position sn-1 
et sn-3 pour les AGCL alors qu'elle hydrolyse également les AGCM en position 
sn-l, sn-2 et sn-3 [4]. L'activité de la lipase gastrique est retrouvée 
principalement dans le fundus de l'estomac avec un pH optimal se situant entre 
3,0 et 6,0 [2]. Cette hydrolyse engendre deux acides gras libres et un ~­
monoglycéride (2-MG). Toutefois, cette enzyme ne participe pas à l'hydrolyse 
des PL et des esters de CHOL [4]. À ce stade de la digestion, l'émulsion 
lipidique consiste en de grosses particules stabilisées par les produits de la lipase 
gastrique, tels les AG, les 2-MG et les PL [5]. L'émulsion gastrique ainsi formée 
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est indispensable pour permettre subséquemment une hydrolyse efficace des 
lipides par la lipase pancréatique [4]. 
Les AG contenus dans le chyme gastrique stimulent la libération de 
cholecystokinine (CCK) par les entérocytes de la muqueuse duodénale, ce qui 
provoque l'excrétion simultanée des enzymes pancréatiques et des composantes 
biliaires, soit les acides biliaires, le CHOL et les PL [2]. En effet, la CCK stimule 
la contraction de la vésicule biliaire, laquelle déverse la bile dans le duodénum. 
Les sels biliaires ont un pouvoir émulsifiant, dispersant ainsi les lipides et 
diminuant la taille des gouttelettes lipidiques [2]. Cette action permet 
d'augmenter la surface d'exposition des gouttelettes aux enzymes lipolytiques, 
stimulant davantage la lipolyse [2]. 
La lipase pancréatique qui est déversée dans le duodénum consiste en la 
principale enzyme pour la digestion des TG, assurant de 70 à 75% de l'hydrolyse 
totale des TG et des diglycérides (DG). Elle scinde les AGCL des positions sn-l 
et sn-3 des TG, libérant ainsi les AG libres et le 2-MG [4]. La lipase pancréatique 
est activée lorsqu'elle se retrouve à l'interface des phases aqueuse et lipidique, 
mais les gouttelettes lipidiques couvertes de sels biliaires ne sont pas accessibles 
à l'enzyme; pour demeurer efficace, son association à une co-enzyme devient 
alors nécessaire. La co-lipase se lie aux sels biliaires et à la lipase dans un ratio 
moléculaire de 1: 1, permettant à la lipase pancréatique d'interagir avec les TG 
[9]. Cette co-enzyme est sécrétée par le pancréas comme une pro-lipase qui, suite 
à son entrée dans la lumière de l'intestin, est clivée par l'action de la trypsine en 
une co-lipase et un pentapeptide nommé entérostatine [2,4,9]. 
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Les PL, principalement les phosphatidylcholines, sont hydrolysés dans 
l'intestin grêle par l'action de la phospholipase A2 (PLA2) pancréatique. Cette 
enzyme scinde le lien de l'AG situé en position 2 seulement, libérant ainsi un AG 
et un lyso-PL, ce dernier détenant un rôle important dans la solubilisation des 
autres produits de la digestion lipidique [2,4,10]. La PLA2 est sécrétée en tant 
que pro-enzyme dans le jus pancréatique, puis elle est activée dans l'intestin par 
la trypsine [4]. 
Seulement 10 à 15% du CHOL alimentaire se retrouve sous forme d'esters de 
CHOL [4]. Ainsi, la majorité du CHOL absorbé ne requiert pas d'hydrolyse 
pancréatique. Le cholestérol estérifié doit pour sa part être hydrolysé dans 
l'intestin par une enzyme d'origine pancréatique, la cholestérol estérase, afin que 
le CHOL libre puisse être absorbé [5]. 
1.1.2.2 Émulsification et solubilisation micellaire 
Les micelles sont essentielles à l'absorption des lipides par les 
entérocytes, car elles permettent de garder en solution les produits provenant de la 
digestion des lipides qui seraient autrement insolubles [7]. Les TG étant non 
polaires, ils s'agrègent en grosses gouttelettes lipidiques, ce qui limite l'action des 
enzymes lipolytiques. Le processus de dispersion de ces grosses gouttelettes en 
petites particules est appelé émulsification. Les sels biliaires, produits par le foie 
et déversés dans le duodénum, constituent le principal agent émulsifiant, séparant 
ainsi les lipides et les empêchant de s'agréger [11]. 
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Les produits de l'hydrolyse des lipides (2-MG et AG) s'associent avec les 
sels biliaires et forment de petites gouttelettes émulsifiées appelées micelles. À 
l'intérieur de celles-ci, les portions non polaires des sels biliaires s'associent avec 
le centre lipidique non polaire, laissant les portions polaires exposées à la surface 
interagir avec le milieu aqueux [4,12]. 
Figure 4. Micelle 
BILE SALT LIPASE 
Tiré de: www.med.unibs.it 
Figure 4 : Les micelles sont constituées de sels biliaires, de triacylglycérols et de 
lipase pancréatique. 
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1.1.3 Absorption intestinale des lipides 
Une fois le processus de digestion effectué, les lipides contenus dans les 
micelles sont absorbés par les entérocytes. La quasi-totalité des lipides 
alimentaires est absorbée dans le duodénum et dans le jéjunum [1]. La partie 
restante de l'intestin grêle sert de réserve d'absorption dans les cas où la quantité 
des graisses est trop élevée par rapport à la capacité de digestion et d'absorption 
[1 ]. 
1.1.3.1 Passage transmembranaire 
Afin que les lipides contenus dans les micelles soient absorbés par la 
cellule épithéliale intestinale, ils doivent d'abord être dissociés des sels biliaires. 
À la surface de la bordure en brosse des entérocytes, existe un microclimat acide 
(pH 5,3 - 6,0) créé par les échanges Na+lH+ de la membrane. Cette acidité 
entraîne une diminution de la solubilité des micelles, ce qui permet aux AG de s'y 
dissocier et d'être transportés à travers la membrane microvillositaire de 
l'entérocyte [2,5]. Les 2-MG, les lyso-PC et le CHOL sont aussi transférés à 
travers les microvillosités, mais les acides biliaires sont pour la plupart absorbés 
au niveau de l'iléum terminal, puis transportés dans la veine porte jusqu'au foie 
[2]. 
Il semble que deux mécanismes agissent en complémentarité pour 
permettre aux lipides de traverser la membrane microvillositaire des entérocytes : 
la diffusion simple et le transport actif qui implique des transporteurs 
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membranaires [13,14]. Ainsi, les AG non chargés se déplacent de façon rapide et 
spontanée à travers la membrane plasmique, grâce à un mouvement de «flip-
flop» non dépendant de l'énergie. Cette diffusion simple serait le résultat du 
gradient de concentration créé par l'abondance de lipides dans la lumière 
intestinale et leur faible concentration dans le milieu cytosolique [15]. Par contre, 
diverses évidences suggèrent la présence de transporteurs des acides gras sur la 
membrane apicale. Entre autres, la captation des acides gras par l' entérocyte 
apparaît être un procédé saturable et les mécanismes de «flip-flop» seuls semblent 
insuffisants pour satisfaire les besoins métaboliques de la cellule [16]. D'une 
manière similaire, la diffusion passive du CHOL relevait du modèle classique 
proposé [17], mais l'implication de protéines membranaires semble maintenant 
bien évidente. 
Divers transporteurs membranaires des produits lipolytiques sont étudiés 
et les connaissances dans le domaine progressent d'années en années. La «Fatty-
acid binding protein» de la membrane plasmatique (F ABPpm) est une protéine de 
40 kDa présente dans les tissus ayant un flux élevé d'acides gras, comme 
l'épithélium intestinal. Elle lie avec une grande affinité les AGCL, les lyso-PC, 
les 2-MG et le CHOL et elle pourrait faciliter leur transport membranaire [18,19]. 
La «Fatty acid-transport protein 4» (FA TP4), est largement exprimée dans 
l'intestin grêle et serait un transporteur important des acides gras dans cet organe 
[18,20]. 
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Une des protéines candidates pour le transport transmembranaire du 
cholestérol est la lipase carboxyle ester, anciennement la cholestérol estérase 
pancréatique. Cependant, les souris chez lesquelles le gène de cette enzyme a été 
invalidé absorbent le CHOL avec la même efficacité que les souris contrôles [21], 
ce qui amène à se questionner sur le rôle physiologique réel de cette enzyme dans 
le transport de cholestérol. 
Une autre protéine qui pourrait exercer les fonctions de transporteur de 
cholestérol au niveau intestinal est le «Scavenger receptor class B type 1» (SR-
BI). En effet, des études indiquent que cette protéine est présente au niveau de 
l'intestin humain et des cellules Caco-2 [22] et que les incubations des cellules 
avec des anticorps anti-SR-BI inhibent partiellement l'entrée de cholestérol libre 
et estérifié [23]. Dans le même modèle cellulaire, il a aussi été démontré que le 
SR-BI de la membrane apicale est modulé par différents effecteurs nutritionnels, 
hormonaux et inflammatoires [24]. De plus, la surexpression intestinale de SR-
BI chez la souris a entraîné l'augmentation de l'absorption de cholestérol [25]. 
Néanmoins, des études additionnelles sont nécessaires pour permettre de 
confirmer le rôle du SR-BI comme transporteur microvillositaire de cholestérol 
dans l'intestin [26]. 
La «Fatty acid translocase» (FAT/CD36), une protéine clef du transport 
des acides gras à chaîne longue dans le muscle squelettique et le cœur, est aussi 
fortement exprimée dans les entérocytes. Les délétions ciblées pour ce gène chez 
les souris indiquent que la CD36 pourrait faciliter la captation intestinale des 
acides gras et du cholestérol. Par exemple, on rapporte chez ces souris une 
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diminution du transport lymphatique de cholestérol alimentaire, de 
l'apolipoprotéine (apo) B-48 et de l'assemblage des chylomicrons [27,28]. Le 
rôle de la CD36 dans le transport membranaire intestinal de ces produits 
lipolytiques reste toutefois à être prouvé de manière non équivoque [26]. 
Une protéine ayant attiré l'attention des chercheurs dans le domaine de 
l'absorption intestinale du cholestérol est la «Niemann Pick C l-like 1» 
(NPC 1 LI) qui opurrait potentiellement constituer la cible moléculaire de 
l'ezetimibe [29]. L'ezetimibe est une drogue qui inhibe de manière spécifique le 
transport de cholestérol et des phytostérols à travers la bordure en brosse des 
entérocytes et dont l'administration permet de diminuer les niveaux de LDL-
cholestérol de 15 à 25% [30]. La NPC1Ll est exprimée de manière abondante 
dans le petit intestin des animaux, et les souris présentant une déficience pour 
cette protéine ont une réduction marquée de l'absorption de cholestérol [31]. Des 
études effectuées sur le modèle intestinal Caco-2 ont aussi permis de supporter le 
rôle de la NPCILI dans le transport de cholestérol chez l'humain [26]. 
1.1.3.2 Transport intracellulaire 
En période post-prandiale, les molécules lipidiques exogènes et endogènes 
sont assemblées par l'intestin dans une lipoprotéine appelée chylomicron. Le 
processus d'assemblage des chylomicrons est très complexe et n'est pas encore 
entièrement élucidé. 
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Le transfert des lipides depuis la bordure en brosse jusqu'au réticulum 
endoplasmique (RE) à travers le milieu cytosolique aqueux requiert l'implication 
de transporteurs protéiques, afin de contrer le caractère hydrophobe des lipides. 
Deux «Fatty acid binding protein» cytosoliques (FABPc) semblent être 
impliquées dans le transport navette des AG, des MG et des lyso-PL à l'intérieur 
du cytosol : la «intestinal-FABP» (I-FABP) et la «liver-FABP» (L-FABP). La 1-
FABP est une protéine de 15 kDa composée de 132 acides aminés, exclusivement 
exprimée dans le grêle, tandis que la L-FABP, de 14,3 kDa et 127 acides aminés, 
est aussi exprimée dans le foie et les reins [32,33]. Le rôle de ces protéines dans 
le transport cytosolique des lipides n'est pas encore très bien compris, mais il est 
possible qu'elles aient des fonctions physiologiques différentes. li a déjà été 
proposé que la I-FABP soit impliquée dans le transport des acides gras se 
dirigeant vers la synthèse et la sécrétion des TG, alors que la L-FABP soit 
engagée de manière préférentielle dans la synthèse des PL et la régulation des 
gènes par les AG [34]. Toutefois, les études récentes effectuées sur les modèles 
cellulaires et les animaux ne supportent pas un rôle substanciel de la I-FABP dans 
le transport cellulaire des lipides dans l'intestin [35]. Des études ultérieures 
pourront permettre de définir les rôles cellulaires exacts de ces protéines. 
D'autres transporteurs cytosoliques font aussi l'objet d'études, telle la 
«Sterol carrier protein-2» (SCP-2) (13 kDa) qui joue différents rôles au niveau du 
métabolisme du CHOL. In vitro, la SCP-2 permet le transfert de CHOL et des PL 
entre les membranes [36,37] et elle pourrait entre autres participer aux processus 
de transport intracellulaire et d'estérification [37]. Finalement, l' «Acyl-
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Coenzyme A binding protein» (ACBP) (10 kDa), distribuée de façon ubiquitaire 
dans les organes, possède une affinité de liaison élevée pour les esters d'acyl-
CoA à chaîne moyenne et longue et divers résultats expérimentaux in vitro et in 
vivo indiquent que l'ACBP peut agir comme un transporteur intracellulaire 
d'acyl-CoA [38,39]. 
Table 1. Principaux transporteurs des lipides dans les entérocytes 
Transporteur Substrat de liaison 
FABPpm AGLC, Lyso-PL, 2-MG, Transport membranaire 
CHOL 
FATP4 AG Transport membranaire 
Lipase carboxyle ester CHOL Transport membranaire 
SR-BI CHOL Transport membranaire 
FAT/CD36 AG,CHOL Transport membranaire 
NPCIL1 CHOL Transport membranaire 
j-FABP AG,2-MG, Transport cytosolique vers la 
Lyso-PL synthèse des TG 
L-FABP AG,2-MG, Transport cytosolique vers la 
Lyso- PL synthèse des PL et des acides 
gras pour la régulation 
génique 
SCP-2 CHOL,PL Transport intracellulaire 
ACBP Esters d'acyl-CoA Transport intracellulaire 
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1.1.3.3 Réestérification des lipides 
Les produits lipolytiques transportés jusqu'à la membrane du réticulum 
endoplasmique y sont réesterifiés, c'est-à-dire qu'il y a resynthèse des 
triacylglycérols, des phospholipides et des esters de cholestérol. 
1.1.3.3 .. 1 Triacylglycérols 
La resynthèse des TG passe tout d'abord par une acylation des AG sous 
forme d'acyl coenzyme A par une acyl-CoA synthétase dans le réticulum 
endoplasmique. La réestérification des TG peut s'effectuer selon deux 
mécanismes d'action. La première voie de synthèse est la voie du 2-
monoacylglycérol [40]. Par l'action de l'enzyme monoacylglycérol 
acyltransférase (MGAT), le 2-MG est tout d'abord acylé en DG qui subit à son 
tour une acylation en TG par la diacylglycérol acyltransférase (DGA T) [40,41]. 
La deuxième voie de synthèse des TG est appelée la voie de l'a-glycérophosphate 
[42]. Elle implique tout d'abord l'acylation du glycérol-3-phosphate par l'action 
de l'enzyme glycérophosphate acyltransférase (GPA T) afin de former l'acide 
phosphatidique. Ce dernier est hydrolysé en DG en présence de la phosphatidate 
phosphohydrolase, puis le DG est converti en TG. Cette deuxième voie s'active 
lorsque les 2-MG ne sont pas disponibles ou lors du jeûne, car la présence de 2-
MG et des AG en quantités suffisantes favorise surtout la voie des 
monoglycérides [42,43]. Le processus de synthèse des TG implique donc les 
enzymes clefs MGAT, DGAT et GPAT qui permettent la lipogénèse au niveau de 
l'intestin, mais aussi au niveau du foie et du tissu adipeux. Leur activité et leur 
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contribution respectives varient en fonction des besoins des tissus et de la 
disponibilité des substrats [44]. 
À ce jour, deux enzymes DGATs structurellement distinctes ont été 
clonées chez les mammifères, la DGA Tl et la DGA T2, qui sont toutes deux 
exprimées dans le petit intestin. La DGAT2, aussi retrouvée entre autres au 
niveau du foie, semble essentielle à la vie: les souris déficientes en DGAT2 ne 
sont pas viables plus de 8 heures après la naissance [40,45,46]. TI est postulé que 
la DGA T2 soit engagée dans la synthèse des TG pour la mise en réserve cellulaire 
[40]. La DGATI constitue pour sa part l'isoforme le plus abondant dans 
l'intestin et serait importante dans le transport des lipides pour la formation des 
lipoprotéines [40,45,46]. 
De la même manière, trois isoformes de MGA Ts ont été reconnus: 
MGATI, MGAT2 et MGAT3. La MGATI a été détectée dans l'estomac, les 
reins, le tissu adipeux et le foie, mais elle est absente du petit intestin [47-49]. 
Les MGAT2 et MGAT3, subséquement identifiées, sont abondament exprimées 
au niveau intestinal. TI semble que ces isoformes possèdent une grande activité 
dans ce tissu et qu'elles soient impliquées de manière importante dans 
l'absorption des graisses alimentaires [47-49]. 
Figure 5. Réestérificanon des triacylglycérols 
GLYCÉROL-3-PHOSPHATE 
Acyl-CoA --i 1 .. .§f~L 1 
L YSOPHOSPHATIDATE 
Acyi-CoA --i 1 AGPAT 
PHOSPHATIDATE 
MONOA~'?)~G~~C'ROL Acyl-CoA l PPH-1 
2-MONOACYLGLYCÉROL~ DIACYLGLYCÉROL 
MGA:CYI_COA __ 1 OGAT1 
"{ OGAT2 
TRIACYLGL YCÉROL 
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Figure 5: La première voie de resynthèse des TG est la voie du 
monoacylglycérol. Le 2-MG est tout d'abord acylé en DG par l'action de la 
MGA T. Le DG subit à son tour une acylation en TG par la DGA T. La deuxième 
voie de synthèse est celle de l'a-glycérophosphate. Elle consiste en l'acylation du 
glycérol-3-phosphate par l'action de la GPAT pour former l'acide phosphatidique, 
qui est hydrolysé en DG en présence de la phosphatidate phosphohydrolase, puis 
le DG est converti en TG par J'action de la DGAT. 
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1.1.3.3.2 Phospholipides 
Les lyso-PL, issus de l'hydrolyse par la phospholipase A2, sont réacétylés par 
les enzymes lyso-PL acyltransférases [2]. Une portion des lyso-PC absorbés 
peuvent être hydrolysés pour former un acide gras et le glycéro-3-
phosphorylcholine. L'AG ainsi libéré peut être utilisé pour la synthèse de TG et 
le glycéro-3-phosphorylcholine est transporté vers le foie pour utilisation [4]. De 
plus, deux molécules de lyso-PC peuvent être combinées pour former une 
molécule de PC et une molécule de glycéro-3-phosphorylcholine [2]. 
Figure 6. Réestérification des phospholipides 
L YSO-PHOSPHOLIPIDE 
ACYl -CoA ~ [ LYSO-Pl ACYl-iRÂNrn.Àsê 
PHOSPHOLIPIDE 
Figure 6 : Les lyso-PL sont acétylés par les enzymes lyso-PL acyltransférases. 
1.1.3.3.3 Cholestérol 
Les deux enzymes impliquées dans la réestérification du CHOL sont la 
cholestérol estérase et 1'« Acyl-Coenzyme A cholesterol acyl transferase» 
(ACAT). Tel que préalablement indiqué, la première enzyme faciliterait, en plus 
de la réestérification, le déplacement des lipides dans l' entérocyte en les dirigeant 
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vers leur site fonctionnel intracellulaire et serait impliquée dans la captation 
microvillositaire du CHOL [2]. Pour sa part, l'ACAT catalyserait la synthèse 
d'esters de CHOL à partir du CHOL libre et de l'acyl CoA [50]. Le processus de 
réestérificatiùn intracellulaire est un phénomène physiologique très important, car 
approximativement 75% du CHOL nouvellement absorbé est retrouvé dans les 
chylomicrons (CM) sous la forme estérifiée [17]. 
Deux formes de ACATs, appelées ACATI et ACAT2, ont été identifiées dans 
différents tissus. L'ACATI est une protéine membranaire d'environ 65 kDa qui 
est ubiquitairement distribuée dans les tissus et principalement localisée au 
niveau du RE [51]. Chez l'humain, on la retrouve en grandes concentrations dans 
les macrophages et les cellules productrices d'hormones stéroïdiennes, mais elfe 
est aussi détectable dans les hépatocytes et les entérocytes. L'ACAT2, qui 
possède environ 40% d'identité avec l'ACATl, est principalement exprimée dans 
le foie et l'intestin grêle et elle semble constituer la forme prédominante dans les 
cellules de l'épithélium intestinal humain [52]. Certains auteurs ont émis 
l'hypothèse que l'ACATI aurait pour fonction principale la synthèse des esters de 
CHOL utilisés dans la mise en réserve de gouttelettes cytosoliques de CHOL et 
que l'ACAT2 serait fonctionnellement associée aux esters de CHOL contenus 
dans les particules lipoprotéiques [50,53]. 
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1.1.3.4 Assemblage des lipoprotéines intestinales 
Afin d'être libérés dans la circulation, les lipides non polaires ayant été 
resynthétisés doivent être incorporés dans les lipoprotéines, des particules de 
transport pouvant interagir avec le milieu aqueux. L'intestin grêle a la capacité de 
sécréter la plupart des lipoprotéines: les chylomicrons, les lipoprotéines de très 
faible densité (VLDL, de l'anglais «Very low density lipoproteins») et les 
lipoprotéines de haute densité (HDL, de l'anglais «High density lipoproteins»). 
Toutefois, les CM sont les lipoprotéines majoritairement et exclusivement 
sécrétées par les entérocytes, constituant ainsi les principaux véhicules des 
graisses alimentaires et des vitamines liposolubles [5]. Les CM sont 
principalement composés de TG (85-88%), de PL (- 8%) et de CHOL (- 5%) [7]. 
Les protéines àssociées aux CM nouvellement synthétisés par la cellule sont les 
apolipoprotéines B-48, A-l, A-IV et C-III. Toutefois, c'est l'apo B-48 qui 
constitue la protéine structurale des CM indispensable à leur assemblage et à leur 
exocytose cellulaire [7]. 
1.1.3.4.1 « Editing »de l'apo B 
L'apo B est une grande glycoprotéine essentielle à l'assemblage et à la 
sécrétion des lipides dans le foie et l'intestin. Deux formes d'apo B existent chez 
les mammifères: 1) l'apo B-I00, une protéine de 4536 acides aminés, est 
synthétisée principalement dans le foie chez l'humain et 2) l'apo B-48, 
synthétisée exclusivement dans l'intestin grêle, est formée des 2152 résidus 
ami no terminal de l'apo B-lOO [51]. L'apo B-48 est le résultat d'une 
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modification post-transcriptionnelle de l'acide ribonucléique messager (ARNm) 
qui s'effectue dans l'intestin des mammifères et qui est appelée «editing» de 
l'apo B. Ce processus requiert la désamination d'une cytidine spécifique en 
position 6666, formant ainsi une uridine et entraînant, au codon 2153, la 
conversion d'une glutamine (CAA) en un codon stop (UAA) [2]. Cette 
conversion cytidine -,) uridine implique un complexe enzymatique dont l' «apoB 
mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 1» (APOBEC-l), une cytidine 
déaminase de 27 kDa, constitue la sous-unité catalytique [2,51]. Les deux types 
d'apo B sont exprimés dans le petit intestin, l'apo B-48 étant essentielle pour la 
formation des chylomicrons et l' apo B-lOO permettant, à plus petite échelle, la 
formation de VLDL intestinaux [54]. 
1.1.3.4.2 Lipidation de l'apo B et formation des chylomicrons 
Lors de la formation des lipoprotéines, les TG positionnés sur la 
membrane externe du RE sont internalisés dans la lumière et forment des 
gouttelettes lipidiques. Subséquemment, les gouttelettes s'associent aux PL et 
aux apos. TI est important de noter que les lipides sont synthétisés dans le RE 
lisse, tandis que les apos le sont dans le RE rugueux [10]. Le transfert des TG, 
des PL et des esters de CHOL à l' apo B-48 nécessite l'action de la « Microsomal 
triglyceride transfer protein » (MTP), une protéine hétérodimère composée d'une 
grosse sous-unité de 97 kDa conférant au complexe son activité de transfert des 
lipides, et du « Protein disulfide isomerase» (PDI) , une enzyme 
multifonctionnelle de 58 kDa nécessaire à la formation de l'ensemble du 
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complexe soluble et actif [55]. La MTP joue un rôle important dans le processus 
d'assemblage des CM. En effet, l'apo B doit être lipidée en cours de synthèse 
afin de ne pas être dégradée par le protéasome [56]. La MTP assure ce rôle de 
lipidation, transférant les lipides de la membrane du RE jusqu'à l'apo B en cours 
de synthèse. D'après le modèle proposé à ce jour, l'assemblage des chylomicrons 
comporte deux étapes principales [57]. Dans une première étape, l'apo B-48 est 
lipidée grâce à la MTP et il y a formation d'une petite particule dense. Dans une 
deuxième' étape, les lipides sont ajoutés à la particule naissante, soit par la fusion 
avec une gouttelette lipidique riche en TG, soit par l'ajout de molécules 
individuelles, soit par les deux. Le rôle de la MTP dans la première étape est 
assurément crucial, mais sa contribution dans la deuxième étape n'est pas 
certaine. En effet, l'équipe de Gordon a observé que l'inhibition de la MTP 
bloque la lipidation de l'apo B, mais n'exerce aucun effet sur la deuxième étape 
[58]. À la suite de la lipidation de l'apo B, les autres apos sont ajoutées à la 
surface des particules riches en TG, qui sont alors appelées pré-chylomicrons 
[57]. 
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Figure 7. Assemblage des pré-chylomicrons dans le réticulum endoplasmique 
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Figure 7 : L'assemblage des pré-chylomicrons comporte deux étapes principales. 
Dans une première étape, l'apo B-48 est lipidée grâce à la MTP et il y a formation 
d'une petite particule dense. Dans une deuxième étape, les lipides sont ajoutés à 
la particule naissante, soit par la fusion avec une gouttelette lipidique riche en 
TG, soit par l'ajout de molécules individuelles, soit par les deux. Le rôle de la 
MTP dans la deuxième étape n'est pas certain. 
Les pré-CM sont par la suite transportés jusqu'à l'appareil de Golgi. Ce 
mouvement intracellulaire pourrait s'effectuer par des vésicules COPII, connues 
pour effectuer le transport cargo de molécules du RE vers le Golgi. Ces vésicules 
bourgeonneraient des tubules du RE lisse pour fusionner avec l'appareil de Golgi 
[59]. De plus, l'identification des mutations génétiques impliquées dans la 
maladie de rétention des chylomicrons indique que la protéine Sarlb jouerait un 
rôle crucial dans ce processus [60] . 
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Des modifications importantes sont apportées aux pré-CM dans l'appareil 
de Golgi. À cet endroit, la composition en PL des particules est modifiée et la 
glycosylation des apos, entamée dans le RE rugueux, est complétée, conférant au 
CM sa maturité et permettant son exocytose [7]. Afin d'être sécrétés, les CM 
sont acheminés à travers le cytosol dans des vésicules dérivées de l'appareil de 
Golgi. Les vésicules golgiennes migrent vers la membrane basolatérale et les 
lipoprotéines peuvent alors être déchargées dans l'espace intercellulaire. Les 
membranes des vésicules golgiennes ne sont pas sécrétées avec les lipoprotéines 
et il est possible que ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmatique. Les 
CM sont ensuite déversés dans le canal chylifère et transportés dans la lymphe, 
aboutissant finalement dans la circulation sanguine [7,60]. 
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Figure 8. Formation des chylomicrons 
LUMIÉRE INTESTINALE ENTÉROC'rTE LYMPHE 
Figure 8 : Pour qu'il y ait formation des chylomicrons, les lipides alimentaires 
doivent être transportés à travers la membrane apicale, puis dans le cytosol. Ils 
sont par la suite réestérifiés sur la membrane du RE, puis assemblés en pré-
chylomicrons par l'action de la MTP. Ces pré-CM sont transportés à l'appareil 
de Golgi pour y subir des modifications, dont la glycosylation, puis acheminés à 
travers le cytosol dans des vésicules golgiennes. Les CM sont déchargés dans les 
canaux chylifères, du côté basolatéral des entérocytes. 
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Figure 9. Chylomicron 
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Figure 9: Les chylomicrons sécrétés par les entérocytes sont principalement 
constitués de triacylglycérols, de phospholipides, de cholestérol libre, des esters 
de cholestérol et des apos B-48, A-l, A-IV et C-I11. 
1.1.3.5 Autres lipoprotéines intestinales 
En période de jeûne, l' entérocyte produit les VLDL intestinales qui 
transportent principalement des lipides endogènes provenant de la dégradation 
des cellules dans la lumière de l'intestin, de la bile et des AG dérivés du plasma et 
qui sont composés des mêmes apos que les CM [56]. Ainsi, ces lipoprotéines ont 
une composition chimique et un catabolisme se rapprochant plus des CM que des 
VLDL d'origine hépatique [2]. 
En plus de la production de lipoprotéines riches en TG, l'intestin grêle a la 
capacité de synthétiser de petites particules de haute densité «1.21 g/ml) de 
forme discoïdale. Leur métabolisme est encore peu connu, mais elles sont 
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considérées comme des HDL naissantes et sont principalement composées de PL, 
d'esters de CHOL et des apos A-I et A-IV [2]. De plus, certaines lignées de 
cellules intestinales sont capables de former les lipoprotéines de faible densité 
(LDL, de l'anglais «Low density lipoproteins») [7,61]. 
1.1.4 Transport et métabolisme des lipides dans la circulation 
Le transport des lipides dans la circulation sanguine requiert la formation 
des lipoprotéines. Ces dernières constituent un spectre continu de particules 
possédant différentes tailles, densités, compositions et fonctions. Les constituants 
protéiques des lipoprotéines sont appelés apolipoprotéines et permettent 
d'améliorer la solubilité des particules ainsi que leur reconnaissance par les 
enzymes et les récepteurs cellulaires. Les lipoprotéines diffèrent dans leur 
composition, quoiqu'elles possèdent toutes des apolipoprotéines hydrophiles, des 
PL et du CHOL, dont les extrémités polaires sont en contact avec l'interface 
aqueux; et elles renferment toutes un centre hydrophobe composé de TG et 
d'esters de CHOL. Les classes majeures des lipoprotéines sont : les 
chylomicrons, les VLDL, les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL, de 
l'anglais «Intermediary density lipoproteins»), les LDL, ainsi que les HDL2 et les 
HDL3 [62]. Certaines de leurs caractéristiques principales sont présentées dans le 
tableau 2. 
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Table 2. Caractéristiques des lipoprotéines 
Lipoprotéines Composition (% masse) Apoprotéines Densité Taille 
P PL CL CE TG principales (nm) 
Chylomicrons 2 5 1 2 90 B-48, C, E <0.95 100-1000 
VLDL 10 16 7 13 54 B-100, C, E 0.95-1.006 30-70 
IDL 17 20 9 34 20 B-100, C, E 1.006-1.019 25 
LDL 23 21 11 41 4 B-IOO 1.019-1.063 20 
HDL2 42 35 5 13 5 A-l, A-II 1.063-1.125 10 
HDL3 72 20 2 5 1 A-I 1.125-1.21 8 
P: protéines, PL: phospholipides, CL: cholestérol libre, CE: cholestérol estérifié, TG: triacylglycérols. 
Adapté de [62] 
1.1.4.1 Chylomicrons 
Les chylomicrons sécrétés par les entérocytes dans les vaIsseaux 
lymphatiques rejoignent la circulation sanguine par la veine porte. lis 
représentent la première lipoprotéine en période post-prandiale. Leur fonction 
consiste à transporter et à distribuer des lipides (surtout les TG) endogènes et 
exogènes. En circulation, les CM adhèrent aux molécules glycoaminoglycanes 
des cellules endothéliales, entraînant l'hydrolyse des TG par l'action de la 
lipoprotéine lipase (LPL) [63]. Pour ce faire, les CM en circulation doivent 
acquérir, après interaction avec d'autres lipoprotéines plasmatiques, l'apo C-II qui 
agit comme co-facteur de la LPL et l'active [5,56]. La LPL est une enzyme 
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centrale dans le métabolisme lipidique, car elle catalyse l'hydrolyse des TG 
transportés dans la circulation sanguine dans les CM et les VLDL, fournissant de 
ce fait des AG et des 2-MG pour l'utilisation par les tissus. La surface luminale 
des vaisseaux sanguins, auxquels l'enzyme est attachée via les protéoglycanes 
héparane sulfate, constitue le site physiologique de l'action de la LPL [64]. 
Les acides gras libérés lors de la lipolyse sont utilisés comme source 
d'énergie ou sont mis en réserve par les tissus adipeux. Ainsi, dans la circulation, 
les chylomicrons s'appauvrissent de leur contenu en TG. Momentanément, les 
chylomicrons s'enrichissent relativement en esters de CHOL cédés par les 
particules HDL et LDL, auxquelles ils transfèrent une petite partie de leurs TG 
[4]. Cet échange bidirectionnel est permis par la «cholesteryl ester transfer 
protein » (CETP), une glycoprotéine présente en circulation qui a la capacité de 
transférer les lipides neutres (esters de CHOL et TG), et dans une moindre 
ampleur les PL, entre les lipoprotéines plasmatiques riches en TG (chylomicrons 
et VLDL) et les HDL [62,65]. Les changements apportés aux CM en circulation 
induisent une perte d'affinité pour les apos C et A, qui se détachent alors de la 
particule. 
Les particules restantes sont nommées résidus de chylomicrons (de 
l'anglais «chylomicron remnants») qui acquièrent rapidement l'apo E des HDL. 
Ces résidus de CM se lient à des récepteurs, appelés récepteurs BlE (ou 
récepteurs de LDL), qui reconnaissent l'apo E et qui sont situés dans l'espace de 
Disse des cellules hépatiques [66]. Une fois captés par le foie, il y a 
internalisation des résidus et dégradation de toutes leurs composantes dans les 
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lysosomes des hépatocytes [56]. Ainsi, l'acquisition des apolipoprotéines C-II et 
E est primordiale pour le métabolisme et l'élimination des chylomicrons en 
circulation. 
1.1.4.2 Lipoprotéines de très haute densité (VLDL) 
Les particules VLDL fabriquées par le foie contiennent quatre classes 
majeures de lipides: les PL et le CHOL, qui se retrouvent à la surface des 
particules, et les TG et les esters de CHOL, qui sont contenus dans le centre de la 
particule en quantités variables [67]. Les VLDL sont sécrétées par les 
hépatocytes du foie en réponse à une synthèse endogène de TG; l'assemblage des 
VLDL est étroitement relié à la quantité de TG contenus dans les hépatocytes. La 
plupart des TG transportés dans le plasma lors de la phase post-prandiale sont 
associés aux VLDL [62]. De plus, les hydrates de carbones ont la capacité 
d'induire les gènes de la lipogenèse et stimulent la synthèse hépatique des VLDL 
[68]. 
1.1.4.2.1 Assemblage et sécrétion des VLDL 
Chez les humains, l' apo B-48 participe à l'assemblage des chylomicrons 
par l'intestin, alors que l'apo B-100 est plutôt impliquée dans l'assemblage des 
VLDL par le foie [2]. Malgré de petites différences possibles dans les processus 
d'assemblage des CM et des VLDL, le mécanisme de base semble être le même, 
impliquant deux étapes relativement bien définies. Dans la première étape, deux 
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précurseurs des VLDL sont produits simultanément et indépendamment: les 
particules pré-VLDL contenant l'apo B-lOO et les gouttelettes lipidiques de la 
taille des VLDL [69,70]. Dans la deuxième étape, les précurseurs de VLDL 
comportant l'apo B-I00 fusionnent avec les gouttelettes sans apo B-I00 afin de 
former la particule finale de VLDL [69,70]. 
Tout comme pour le pré-chylomicron, la particule de pré-VLDL est 
formée lors de la traduction et la translocation de l' apo B dans la lumière du 
réticulum endoplasmique rugueux. Lorsque l'apo B-I00 synthétisée ne 
s'assemble pas immédiatement avec les lipides, elle subit immédiatement une 
dégradation protéosomale. li a été démontré que ce processus implique 
l'ubiquitination de l'apo B et l'implication de chaperones cytosoliques [69]. 
De la même manière que pour le chylomicron, l'assemblage des VLDL 
requiert la MTP. Des sites de liaison pour cette interaction ont été identifiés tant 
sur l'apo B [71,72] que sur la MTP [71] et la délétion de ces sites bloque 
l'assemblage des VLDL, ce qui indique que l'association entre la MTP et l'apo B 
est essentielle pour l'assemblage des VLDL [71]. 
1.1.4.2.2 Métabolisme des VWL 
Les VLDL produites par le foie sont sécrétées dans la circulation générale 
et vont y subir une cascade lipolytique semblable à celle des CM [73]. 
L'hydrolyse des TG des VLDL s'effectue par l'action de la lipoprotéine lipase, 
tout comme pour les CM. Les acides gras libérés peuvent être utilisés comme 
source d'énergie, comme composantes structurales ou encore peuvent être 
34 
reconvertis en TG pour servir de réserve énergétique. À travers la déplétion en 
TG, les particules de VLDL sont converties en résidus plus petits, plus denses et 
plus riches en cholestérol [74]. Une partie des particules résiduelles des VLDL 
est reprise par le foie par l'intermédiaire des récepteurs hépatiques BlE et une 
autre partie demeure en circulation [74]. De plus, comme pour les chylomicrons, 
les VLDL en circulation s'enrichissent en esters de CHOL provenant des HDL, 
en échange de leurs TG grâce à la CETP [75]. Les effets athérogènes des VLDL 
sont causés par leur influence sur les niveaux de LDL et de HDL sanguins: 
l'augmentation de la sécrétion hépatique des VLDL avec l'effet combiné de la 
CETP et de la lipase hépatique, augmente la formation des LDL et réduit les 
niveaux plasmatiques de HDL [75]. 
1.1.4.3 Lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) 
L'hydrolyse des VLDL qui résident encore dans la circulation plasmatique 
génère les IDL, les résidus des VLDL, plus petits et plus denses, appauvris en TG 
en enrichis en esters de CHOL. Les IDL peuvent être intemalisées par le foie 
après reconnaissance de leurs apo E par les récepteurs hépatiques, ou elles 
peuvent subir d'autres processus métaboliques qui impliquent l'hydrolyse des TG 
et des PL par une enzyme résidant à la surface des hépatocytes, appelée la lipase 
hépatique (LH) [73]. 
Ainsi, sous l'action de la LH, une certaine quantité de IDL est transformée 
en LDL de diamètres réduits et très riches en esters de cholestérol [76]. La durée 
de vie intra-plasmatique des LDL est dépendante des récepteurs de LDL, qui 
( 
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reconnaissent l' apo B-loo. Ces récepteurs permettent l'internalisation des 
particules dans les tissus périphériques, mais leur dégradation cellulaire est 
essentiellement hépatique [73]. 
1.1.4.4 Lipoprotéines de faible densité (LDL) 
Le catabolisme des IDL donne naissance à des particules dépourvues de 
TG et très riches en esters de CHOL, appelées les LDL, qui constituent le 
principal transporteur du cholestérol plasmatique chez l'humain. li est aussi 
important de noter qu'une partie des LDL peut être secrétée directement par le 
foie [62]. Les niveaux de LDL sanguins sont associés à l'augmentation du risque 
cardiovasculaire. 
Les LDL sont captées par le foie et par les tissus extra-hépatiques 
nécessitant le cholestérol. Ce processus se déroule par le biais d'un récepteur 
spécifique, le récepteur de LDL. À la suite de sa captation, toute la particule de 
LDL est internalisée et dégradée dans les lysosomes [62]. La présence de 
cholestérol intracellulaire permet de diminuer le nombre des récepteurs à la 
surface de la cellule, empêchant ainsi la captation exagérée des LDL [77]. De 
plus, l'expression hépatique du récepteur de LDL est étroitement associée à la 
régulation de l'activité de la HMG-CoA réductase: l'inhibition de la HMGR par 
les statines induit une nette augmentation des récepteurs de LDL à la surface des 
hépatocytes, stimulant la captation des LDL plasmatiques et, de ce fait, la 
réduction de leurs concentrations sanguines [78]. L'activité de l'ACAT est aussi 
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associée à l'expression des récepteurs de LDL. En effet, dans le foie, 
l'accumulation intracellulaire de lipides suite à une charge diététique entraîne une 
suppression partielle de l'activité du récepteur de LDL et une augmentation 
parallèle de l'estérification du cholestérol par l'enzyme ACAT. De ce fait, les 
concentrations d'esters de cholesterol sont inversement el linéairement reliées à 
l'activité du récepteur de LDL [79]. 
De plus, la composition des LDL peut être affectée par la présence des 
autres lipoprotéines et par l'activité de la CETP. En effet, lorsque les niveaux de 
TG plasmatiques s'élèvent, les VLDL de grande taille (VLDLd s'accumulent, 
phénomène qui peut être causé par une surproduction hépatique ou par une 
diminution de l'enlèvement des particules de la circulation. La lipolyse des 
VLDL1 entraîne la formation de particules de LDL nommées ~, présentant une 
apo B altérée et une faible affinité pour le récepteur de LDL. Les LDL~ résident 
donc plus longtemps en circulation, ce qui augmente leur susceptibilité au 
remodelage par la CETP [80]. Les LDL enrichies en TG deviennent alors de 
bons substrats pour l'hydrolyse par la LH, menant à la formation des LDL petites 
et denses, qui sont aussi mal reconnues par les récepteurs de LDL. Ces particules 
demeurent plus longtemps en circulation, ce qui les rend plus susceptibles à subir 
diverses modifications telles l'oxydation et la glucosylation [62]. 
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Figure 10: Les LDL sont principalement constituées de phospholipides, de 
cholestérol libre, d'esters de cholestérol et de l'apo B-100. 
1.1.4.5 Lipoprotéines de haute densité (HDL) et transport inverse 
du cholestérol 
Les HDLs forment une famille de lipoprotéines hétérogènes, mais qui 
partagent certaines caractéristiques, comme une haute densité (> 1.063 glml), une 
petite taille (diamètre de 5-17 nm) et l'absence d'apo B [62]. L'apo A-I 
représente l'apolipoprotéine quantitativement prédominante des HDL et son 
absence cause une déficience en HDL [62]. Les apolipoprotéines A-II, A-IV, C-I, 
C-II, C-III et E sont aussi associées aux HDL [62]. 
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Figure 11: Les HDL sont principalement constituées de phospholipides, de 
cholestérol libre, d'esters de cholestérol et des apos A-l, A-IV, C-l, C-II et C-III. 
L'augmentation des concentrations plasmatiques de HDL est associée à la 
diminution du développement des maladies cardiovasculaires et l'un des 
principaux processus protecteur des HDL contre l'athérosclérose est le transport 
inverse du cholestérol. Ce processus permet: (1) la séquestration du cholestérol 
des tissus périphériques grâce à leur incorporation dans les HDL du plasma; (2) 
son estérification par l'enzyme LCA T de la circulation; (3) son transport vers le 
foie; et (4) sa sécrétion subséquente dans la bile ou sa conversion en acides 
biliaires. Ce transport permet donc de débarrasser les tissus périphériques, 
principalement les vaisseaux sanguins où l'athérosclérose peut se développer, du 
cholestérol en excès [81]. 
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Le métabolisme des HDL est complexe, car de nombreuses sous-fractions 
coexistent et possèdent des rôles métaboliques différents. Tout d'abord, les 
HDLs discoïdales sont libérées dans la circulation au moment de l'hydrolyse des 
CM et des VLDL par la LPL, mais elles sont aussi synthétisées par le foie et 
l'intestin. Dans ce dernier cas, l'apo A-I s'associe aux PL pour former une pré-~­
HDL, la forme de HDL naissante dans le plasma [82]. La structure discoïdale de 
ces particules leur permet de pénétrer dans les espaces péri-cellulaires. Ces HDL 
captent ainsi le CHOL et les PL des membranes cellulaires des tissus 
périphériques [82]. Ce processus de transfert des lipides de la membrane 
plasmatique cellulaire aux particules de HDL (appelé efflux de cholestérol et de 
phospholipides), est dépendant du transporteur A TP-binding cassette Al 
(ABCAl) [83]. L'ABCAI est primordiale pour la lipidation des HDL naissantes 
et pour le processus de transport inverse du cholestérol, étant donné que sa 
déficience résulte en de très faibles niveaux plasmatiques de HDL chez les 
humains et dans les modèles animaux [84]. À la suite de son efflux, le 
cholestérol libre à la surface est estérifié par la LCAT, une estérase synthétisée 
dans le foie et localisée sur les particules de HDL. La particule subit alors des 
changements morphologiques passant de la forme discoïdale à une forme plus 
sphérique; les esters de cholestérol, hydrophobes, se positionnent au centre de la 
particule, tandis que les PL et le CHOL demeurent à la surface [82]. 
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Ces HDL sphériques, appelées HDL3 continuent à groSSIr dans la 
circulation au fur et à mesure qu'elles acceptent le cholestérol des cellules et 
deviennent de grosses HDL2 transportant les esters de cholestérol en leur centre 
[73]. 
Les HDL2 échangent leur CHOL et leurs PL avec les particules de LDL et 
de VLDL, dans un processus impliquant la CETP. Dans un autre mécanisme, les 
HDL3 peuvent accepter le cholestérol libre et les phospholipides provenant de 
l'hydrolyse des VLDL par la LPL, un processus facilité par la «phospholipid 
transfer protein» (PLTP) [85]. Le lien entre les HDL et les LDLNLDL est 
caractérisé par les échanges d'esters de CHOL, de PL et de TG, entraînés par la 
CETP et la PLTP. Les échanges dynamiques des lipides entre ces lipoprotéines 
sont importants, car ils permettent de déplacer le cholestérol de la périphérie pour 
subvenir aux besoins métaboliques [73,82]. 
La dégradation des HDL2 prend place dans le foie à la suite de la captation 
sélective des esters de CHOL par le SR-BI. Le SR-BI lie les HDL avec une haute 
affinité, entraînant l'internalisation des esters de CHOL de la particule, sans 
dégradation de la partie apolipoprotéique. Le SR-BI permet donc la captation 
sélective des esters de CHOL des HDL par le foie et par les tissus stéroïdiens 
[73,82]. Le cholestérol peut alors être utilisé pour les besoins cellulaires, 
converti en acides biliaires ou sécrété directement dans la bile. Ce processus de 
transport de cholestérol de la périphérie vers le foie et les tissus stéroïdiens 
impliquant les HDL consiste au transport inverse du cholestérol. 
PÉRIPHÉRIE 
Figure 12. Transport inverse du cholestérol 
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Figure 12: Lors du transport inverse du cholestérol, les pré-~-HOL peuvent 
capter le cholestérol des cellules de la périphérie, dans un processus dépendant de 
l' ABCA 1. Le cholestérol est estérifié par la LCAT, formant les HOL3. qui 
continuent à grossir au fur et à mesure qu'elles acceptent le cholestérol libre, et 
deviennent de grosses HOL2_ Le cholestérol capté par le SR-BI hépatique peut 
être utilisé pour les besoins cellulaires, converti en acides biliaires ou sécrété 
directement dans la bile_ 
En plus d'être des accepteurs de cholestérol, il est important de noter que 
les HOL ont des effets additionnels qui contribuent à leur fonction 
athéroprotectrice. Les HDL normalisent l'environnement lipidique des 
membranes des cellules endothéliales et préservent l'intégrité de l'oxyde nitrique, 
une molécule de signalisation nécessaüe au maintien des fonctions de 
l'endothélium vasculaire [86]. 
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Une partie des effets protecteurs des HDL pourrait aussi provenir de leurs 
actions anti-inflammatoires [87,88]. En effet, elles lient et neutralisent les 
Iipopolysaccharides pro-inflammatoires [89] et inhibent l'expression des 
molécules d'adhésion sur les cellules endothéliales [90]. Les HDL présentent 
aussi des fonctions anti-thrombotiques et pro-fibrinolytiques, en réduisant 
l'agrégation plaquettaire et la coagulation [91]. 
D'un autre côté, les HDL ont la capacité de protéger les LDL et les 
membranes cellulaires contre les dommages péroxydatifs des lipides, empêchant 
ainsi l'initiation et la progression des lésions athéromateuses. Les enzymes 
paroxonases pourraient jouer un rôle majeur dans ce processus [92]. La famille 
des gènes paraoxonases consiste en trois membres pon], pon2 et pon3, localisés 
sur le chromosone 7. La paraoxonase 1 (PON 1) sérique est une estérase associée 
aux HDL et son activité est inversement reliée au risque de maladies 
cardiovasculaires. Les études démontrent que la PON 1 peut protéger contre le 
stress oxydatif en hydrolysant de manière spécifique les lipides oxydés des 
lipoprotéines et des lésions athéromateuses, incluant ceux des macrophages [93]. 
n ~emble que la PONI soit responsable de la capacité des HDL à métaboliser les 
péroxydes lipidiques et à protéger contre leur accumulation au niveau des LDL. 
La PONI contribue à la diminution de contenu en cholestérol des macrophages en 
inhibant la biosynthèse de cholestérol et la captation des oxLDL via le récepteur 
éboueur «Fatty acid translocase» (FAT/CD36) [92,93]. Les PON2 et PON3 ont 
été moins étudiées et leurs rôles ne sont pas encore clairement élucidés [92,93]. 
Vapo A-I exerce aussi des fonctions antioxydantes et a la capacité d'inhiber ou 
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d'extraire des molécules requises pour l'oxydation des LDL par les cellules 
vasculaires [94]. D'autres enzymes des HDL peuvent aussi dégrader les lipides 
oxydés, comme les «Platelet-activating factor acetylhydrolases» (PAF-AH) dont 
le rôle est associé à la protection antioxydante [94]. 
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1.2 ATHÉROSCLÉROSE 
1.2.1 Importance et impacts sociaux de la maladie 
Les maladies du cœur consistent en des maladies chroniques permanentes 
de l'appareil circulatoire. Elles comprennent l'infarctus aigu du myocarde, les 
cardiopathies ischémiques, les valvulopathies cardiaques, les maladies vasculaires 
périphériques, l'arythmie, l'hypertension artérielle et les accidents vasculaires 
cérébraux (A VC). Ses traitements visent à soulager les symptômes, à améliorer 
la qualité de vie et à réduire le risque de décès prématuré. 
Les maladies cardiovasculaires sont devenues un vrai fléau dans notre 
société et tout indique que cette épidémie s'accroîtra au cours des prochaines 
années, et ce malgré les avancements thérapeutiques. En 1999, elles étaient la 
cause initiale de décès de plus d'un Canadien sur trois (36%) [95]. D'ailleurs, au 
Canada, l'impact économique des maladies cardiovasculaires est plus que 
considérable. Leurs coûts ont été évalués à 18 472,9 milliards de dollars, soit 
11,6% du coût total de toutes les maladies [95]. Elles ont représenté 18% de 
l'ensemble des hospitalisations au Canada pour les années 2000 à 2001, ce qui 
engendre des coûts de plus de 4 milliards de dollars par an [95]. Puisque le taux 
d'hospitalisation augmente avec l'âge et que le nombre de personnes âgées est en 
croissance au Canada, les dépenses hospitalières devraient vraisemblablement 
s'élever dans le futur. Les médicaments ajoutent aussi à la facture. En 2001, on a 
évalué à 43,5 millions le nombre d'ordonnances qui ont été délivrées pour le 
traitement des maladies cardiovasculaires, une progression de 34% par rapport à 
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1998 et de 45% par rapport à 1996 [95]. La diminution des facteurs de risque 
contrôlables dans la population pourrait réduire considérablement non seulement 
la morbidité et la mortalité, mais aussi les dépenses associées à ces maladies. 
Huit canadiens sur dix affichent au moins un des principaux facteurs de 
risque de maladies cardiovasculaires, soit le tabagisme, la sédentarité, l'excès de 
poids, l'hypertension artérielle et le diabète. Il est aussi alarmant de constater 
qu'un Canadien sur dix présente trois de ces facteurs de risque ou plus. Par 
exemple, l'embonpoint (défini par un indice de masse corporelle (IMC) de 25 à 
29,9) et l'obésité (IMC ~ 30) sont d'importa~ts facteurs de risque [95]. En 2000, 
l'Enquête sur la santé dans les collectivités canadiennes a publié que 47,5% des 
adultes présentaient un excès de poids et que 15,2% d'entre eux étaient obèses 
[95]. Malheureusement, les risques cardiovasculaires ne sont plus que l'affaire 
des adultes et des personnes âgées. En 1998-1999, l'Enquête longitudinale 
nationale sur les enfants et les jeunes a révélé que 37% des enfants de 2 à Il ans 
faisaient de l'embonpoint et que 18% étaient considérés obèses [95]. 
Des aspects nutritionnels sont aussi associés au risque cardiovasculaire. 
La consommation quotidienne de cinq à dix portions de fruits et de légumes par 
jour permet de réduire le risque de maladies cardiovasculaires. En 2000, 62,4% 
des Canadiens de 12 ans et plus affichaient une consommation de fruits et de 
légumes inférieure aux apports recommandés [95]. 
Un taux anormalement élevé de cholestérol total, de LDL-cholestérol et 
de triacylglycérols,' ainsi qu'un faible taux de HDL constituent d'autres facteurs 
de risque majeurs. Selon les enquêtes canadiennes de santé cardiovasculaire de 
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1985 à 1990, 45% des hommes et 43% des femmes présentaient un taux de 
cholestérol plasmatique supérieur à celui recommandé de 5,2 mmol/L. Par 
contre, selon le rapport de la Fondation des maladies du cœur de 2003, des mises 
à jour s'imposent afin d'évaluer la proportion actuelle des Canadiens présentant 
des dyslipidémies [95]. 
La compréhension de la physiopathologie des maladies cardiovasculaires 
s'avère d'une importance capitale pour parvenir à freiner leurs développements. 
De plus, même si l'efficacité des traitements chirurgicaux et pharmacologiques 
s'est grandement améliorée au cours des dernières années, la prévention et la 
modification des habitudes de vie demeurent indispensables pour freiner 
l'incidence de ces maladies. 
1.2.2 Physiopathologie de l'athérosclérose 
La physiopathologie de l'athérosclérose implique plusieurs types 
cellulaires de la paroi vasculaire et différents événements qui s'influencent les 
uns les autres. Le développement de la maladie peut être divisé en étapes telles la 
dysfonction endothéliale, l'infiltration des lipoprotéines dans l'espace sous-
endothélial, la modification des lipoprotéines, l'infiltration des monocytes, la 
formation des cellules spumeuses et la complication des lésions. 
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Figure 13. Lésions athéromateuses 
Figure 13 : Le processus de développement de l'athérosclérose débute avec un 
dommage endothélial, puis il y a formation des stries lipidiques et le 
développement des plaques fibreuses. 
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1.2 .. 2.1 Anatomie de la paroi vasculaire 
Le fonctionnement adéquat du système circulatoire est extrêmement 
important pour le maintien de la vie, car il est responsable de la livraison de 
l'oxygène et des nutriments aux cellules de tous les tissus, ainsi que du retrait du 
dioxyde de carbone et des déchets. li permet aussi la circulation de plusieurs 
éléments, comme les protéines et les cellules du système immunitaire [96]. 
Les artères consistent en des vaisseaux sanguins musculaires qui 
transportent le sang du cœur vers les tissus. Toutes les artères, à l'exception des 
artères pulmonaires et ombilicales, transportent le sang oxygéné, en contraste 
avec les veines qui conduisent plutôt le sang vers le cœur [96]. 
La couche externe des vaisseaux sanguins est appelée «tunica adventitia», 
ou adventia, et est composée de tissus conjonctifs. Sous cette couche se trouve la 
«tunica media», ou média qui est composée de cellules musculaires lisses et de 
tissus élastiques. La couche interne, qui est en contact direct avec le flux sanguin 
est la «tunica intima», communément appelée intima. Cette couche est 
principalement composée de cellules endothéliales. La cavité interne dans 
laquelle le sang circule est nommée lumière [96]. 
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Figure 14. Anatomie de la paroi vasculaire 
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Figure 14: La paroi vasculaire est constituée d'une couche interne de cellules 
endothéliales, d'une couche médiane composée de cellules musculaires lisses et 
de tissus élastiques et d'une couche externe de tissus conjonctifs. 
1.2.2.2 Dysfonction endothéliale 
1.2.2.2.1 Endothélium vasculaire 
Les cellules endothéliales vasculaires consistent en un organe 
structurellement simple, mais aux fonctions sophistiquées. Sous des conditions 
physiologiques, l'endothélium sert non seulement de barrière passive entre le 
sang et les tissus adjacents, mais il exerce aussi plusieurs fonctions actives [97]. 
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Les cellules endothéliales sont exposées de manière constante aux substances 
contenues dans le sang. Ces dernières exercent de multiples fonctions 
régulatrices de façon endocrine, paracrine et autocrine [97]. Un défaut de 
l'intégrité morphologique et fonctionnelle de l'endothélium vasculaire en réponse 
à des attaques mécaniques, immunologiques ou chimiques consiste en la première 
étape de la cascade physiopathologique du développement de l'athérosclérose: la 
dysfonction endothéliale [98]. 
Une des principales fonctions de l'endothélium normal est de régulariser 
la dilatation des vaisseaux sanguins en réponse aux Jorces de cisaillement (de 
l'anglais «shear stress») ou à l'augmentation du flux sanguin. Les forces de 
cisaillement endothéliales sont des forces hémodynamiques tangentielles dérivées 
de la friction du flot sanguin sur la surface endothéliale des artères. Un très grand 
nombre d'études confirment l'implication mécanistique de faibles forces de 
cisaillement sur la progression de l'athérosclérose [99]. Des études cellulaires et 
moléculaires récentes ont permis de clarifier de manière détaillée les voies de 
régulation de forces de cisaillement déficientes, entre autres leurs capacités à 
promouvoir l'inflammation, le stress oxydatif et l'activation endothéliale [99]. 
La dilatation vasculaire dépendante de l'endothélium en réponse à 
l'augmentation des forces hémodynamiques est étroitement liée à l'intégrité de 
l'enzyme oxyde nitrique synthase endothéliale et à la bioactivité de l'oxyde 
nitrique (NO), un puissant vasodilatateur synthétisé entre autres par 
l'endothélium [98]. Ce dernier génère aussi d'autres régulateurs du tonus 
vasculaire, dont des vasodilatateurs, comme le « endothelium-derived 
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hyperpolarization factor» et la prostacyc1ine, et des vasoconstricteurs, comme 
l'angiotensine II et l' endothéline [98]. 
L'endothélium est non seulement responsable du tonus vasculaire, mais il 
contribue aussi au contrôle de la coagulation humorale par la synthèse du 
« plasminogen activator inhibitor 1 » (PAl-l), du « tissue plasminogen activator » 
(tPA) , du facteur von Willebrand et de la trombomoduline [100]. li est aussi 
impliqué dans la régulation de la fonction plaquettaire, de la croissance des 
cellules musculaires lisses et de l'invasion leucocytaire [98]. 
1.2.2.2.2 Fonction endothéliale: oxyde nitrique 
L'oxyde nitrique est une molécule de signalisation très importante qui 
participe à plusieurs fonctions cellulaires dans l'organisme. Par exemple, le NO 
produit par les cellules endothéliales régularise la relaxation et la prolifération des 
cellules musculaires lisses (CML) vasculaires, en plus de moduler l'adhésion 
leucocytaire, l'agrégation plaquettaire, l'angiogenèse et la thrombose [101]. Le 
NO produit par les neurones sert de neurotransmetteur alors que le NO généré par 
les macrophages activés est un important médiateur de la réponse immunitaire. 
Par contre, une formation excessive de NO est dommageable pour les tissus et 
pour l'intégrité cardiovasculaire, car cette molécule peut agir comme oxydant ou 
comme inhibiteur de certaines enzymes [102]. 
Le NO est synthétisé par les enzymes NO synthase (NOS) qui existent 
sous trois formes distinctes: la NOS neuronale (nNOS), la NOS inductible 
(iNOS) et la NOS endothéliale (eNOS). Ces enzymes sont encodées par des 
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gènes distincts et elles diffèrent dans leurs propriétés moléculaires, catalytiques et 
immunologiques, ainsi que dans leur distribution cellulaire, la régulation de leur 
activité et leur sensibilité aux inhibiteurs [102]. La nNOS est reconnue comme 
une enzyme constitutive du tissu neuronal, alors que la iNOS est inductible par 
les cytokines pro-inflammatoires et les lipopolysaccharides (LPS) dans les 
macrophages et les hépatocytes [102]. Pour sa part, la eNOS est une enzyme 
constitutive des cellules endothéliales vasculaires [102]. 
Les NOS synthétisent le NO à partir de l'atome terminal d'hydrogène de 
la L-arginine en présence de NADPH et d'oxygène moléculaire (02). Pour 
permettre leur activité enzymatique, les NOS lient des co-facteurs, soit la flavine 
adénine dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN), la (6R)-5,6,7,8-
tétrahydrobioptérine (BH4) et la calmoduline [101,102]. 
La synthèse de NO peut être engendrée par un mécanisme dépendant d'un 
récepteur (par exemple en réponse à l'acétylcholine) ou non dépendant d'un 
récepteur (par exemple en réponse à la contrainte de cisaillement). Le NO 
synthétisé par les cellules endothéliales diffuse aux cellules musculaires lisses et 
entraîne la relaxation musculaire par des mécanismes impliquant la guanosine 
monophosphate cyclique (cGMP). L'endothélium normal peut répondre à 
plusieurs stimuli physiologiques et pharmacologiques par la vasodilatation 
dépendante du NO [98]. L'inhibition de la relaxation endothéliale due à une 
diminution de la biodisponibilité du NO est un phénomène très important de la 
dysfonction endothéliale [97]. 
Figure 15. Biosynthèse de l'oxyde nitrique 
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Figure 15 : La NO synthase endothéliale permet la synthèse de NO à partir de 
l'atome terminal d'hydrogène de la L-arginine en présence de NADPH et des co-
facteurs FAD, FMN, BH4 et calmoduline. Le NO synthétisé par les cellules 
endothéliales diffuse aux cellules musculaires lisses et entraîne la relaxation 
musculaire par des mécanismes impliquant la cGMP. 
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1.2.2.2.3 Fonction endothéliale: prostaglandines 
Les prostaglandines (PG) sont des dérivés lipidiques générés à partir de 
l'acide arachidonique par les enzymes cycloxygénases (COX) et PG synthases. 
Ces enzymes sont responsables de la production èle cinq prostaglandines 
bioactives: la PGE2, la PGF2a, la PGD2, la prostacycline (PGI2) et la 
thromboxane A2 (TXA2) [103]. Les PG sont impliquées dans la régulation des 
réactions inflammatoires et la vasodilatation. 
Il existe 2 isoenzymes cycloxygénases (COX-l et COX-2) produites par 
deux gènes différents localisés sur les chromosones 9 et 1, respectivement. Elles 
diffèrent dans la régulation de leur expression et dans leur distribution tissulaire. 
La COX-l est exprimée de manière constitutive au niveau du système 
gastrointestinal, des reins, du muscle lisse vasculaire et des plaquettes, alors que 
la COX-2 est indétectable dans la plupart des tissus, mais son expression peut être 
induite par une variété de stimuli, incluant l'inflammation [104]. La COX-l 
démontre des effets protecteurs sur la muqueuse gastrique et est impliquée dans la 
régulation du flux sanguin rénal et la fonction plaquettaire. La COX-2 est pour sa 
part responsable de la synthèse de PG lors de l'inflammation et elle est impliquée 
dans plusieurs voies de signalisation intracellulaires [104]. Certains de ses 
produits, spécialement ceux élaborés par les cellules inflammatoires, ont des 
effets pro-inflammatoires et probablement pro-athérogènes qui peuvent mener à 
la rupture de la plaque et à la thrombose dans les artères (TX), alors que d'autres 
de ses produits ont des effets plutôt anti-inflammatoires (PGD2) et anti-
thombotiques (PGh) [104]. 
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La prostacycline est une prostaglandine synthétisée par les cellules 
endothéliales et un dérivé de l'acide arachidonique. Elle agit sur des récepteurs 
des cellules musculaires lisses pour activer l'adénylate cyc1ase et inhiber la 
contraction [103,104]. De plus, tout comme le NO, la PGI2 agit sur les plaquettes 
circulatoires pour inhiber l'agrégation plaquettaire. La PGh est le principal 
produit de l'enzyme COX-2 [103,104]. L'expression de la prostacycline synthase, 
une enzyme impliquée dans sa formation, est modulée par 1es cytokines pro-
inflammatoires comme le «Tumor necrosis factor alpha» (TNF-a), l'interleukine 
(IL)-1 et l'IL-6. La PGh a une très courte demi-vie et agit d'une manière 
paracrine [103]. Elle a aussi pour effet d'augmenter la synthèse de NO par les 
cellules endothéliales, qui induit à son tour l'activité de la PGh sur la relaxation 
du muscle lisse [103,104]. D'une manière générale, la PGh est reconnue pour ses 
effets cardioprotecteurs. 
La thromboxane A2 est une autre prostaglandine produite par les cellules 
endothéliales et les plaquettes activées. La TXA2 est aussi un dérivé de l'acide 
arachidonique, mais sa synthèse est catalysée par l'enzyme COX-1. 
Contrairement à la prostacycline, la TXA2 est un vasoconstricteur potentiel, un 
activateur de l'agrégation plaquettaire et un activateur de la prolifération des 
cellules musculaires lisses [97,103,104]. 
Il est suggéré que la balance entre la PGh et' la TXA2 soit un facteur 
critique pour l'homéostasie cardiovasculaire. Leur relation est cruciale pour les 
interactions entre les plaquettes et les vaisseaux et pour la réparation du dommage 
épithélial [103,105]. 
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L'effet net de l'inhibition de la COX-2 dépend de la maladie en processus 
et du type cellulaire impliqué. Malgré les effets anti-inflammatoires des 
inhibiteurs de la COX-2, les études cliniques montrent qu'ils sont associés à 
l'augmentation des événements cardiovasculaires [104]. Un dérèglement entre le 
TXA2 et la PGI2 pourrait être une des raisons, mais non la seule, expliquant 
l'augmentation des événements cardiovasculaires observés ces molécules. Des 
inhibiteurs de la COX-2 sélectifs pour les cellules inflammatoires pourraient 
toutefois entraîner des effets bénéfiques sans affecter le système cardiovasculaire 
[104]. 
1.2.2.2.4 Fonction endothéliale: endothéline 
L'endothéline fait partie d'une famille de peptides vasoconstricteurs qui 
sont produits par les cellules endothéliales et qui induisent des effets pro-
inflammatoires. L'endothéline active l'adhésion des macrophages et contribue au 
remodelage de la matrice extracellulaire lors de la réparation tissulaire et, de ce 
fait, pourrait participer au dommage intimaI dans les maladies vasculaires [98]. 
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1.2.2.2.5 Perte de la fonction endothéliale 
Sous certaines conditions, et particulièrement en réponse aux pathologies 
représentant des facteurs de risque pour l'athérosclérose, l'endothélium peut 
présenter des défauts de son intégrité morphologique et/ou fonctionnelle, ce qui 
constitue la dysfonction endothéliale. Ceci consiste en la première étape de la 
physiopathologie de l'athérosclérose et initie une cascade d'événements 
athérogènes [98]. 
Les causes du dysfonctionnement endothélial sont multiples et 
imparfaitement comprises. La première cause est la perte du flux laminaire qui 
entraîne une diminution des forces de cisaillement locales [106]. Ce phénomène 
induit la variation de gènes sous le contrôle du « shear-stress response element » 
et inhibe la transcription de gènes protecteurs (eNOS, Mn-SOD, COX-2), mais 
induit des gènes inflammatoires (cyokines, molécules d'adhésion). Cette 
première étape du dysfonctionnement endothélial augmente la perméabilité 
vasculaire aux protéines et aux lipoprotéines de la circulation, l'expression des 
molécules d'adhésion endothéliales et des facteurs de croissance [106,107]. Des 
dérivés toxiques dans l'environnement des cellules peuvent aussi entraîner une 
dysfonction endothéliale. Ces dérivés toxiques sont augmentés dans les 
conditions constituant des facteurs de risque de l'athérosclérose, les principaux 
étant les hyperlipidémies, le diabète, la résistance à l'insuline, l'hypertension et le 
tabagisme [106,107]. Les mécanismes par lesquels ces états constituent des 
facteurs de risque seront décrits ultérieurement. 
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1.2.2.3 Infiltration des LDL 
Les conséquences de la dysfonction endothéliale sont multiples, la 
première fonction altérée étant la capacité de l'endothélium à induire une 
vasodilatation, associée à la diminution de la biodisponibilité du NO et de la 
diminution de la eNOS [108]. Les autres fonctions de perméabilité et 
d'adhérence endothéliale sont aussi touchées, ce qui favorise l'infiltration des 
particules de LDL dans la paroi artérielle [108]. Les lipoprotéines de la 
circulation peuvent pénétrer au niveau de l'intima des vaisseaux sanguins à 
travers les espaces endothéliaux et possiblement via transcytose. Le diamètre des 
particules de LDL est l'un des facteurs limitant de leur entrée dans l'intima: les 
LDL de petites tailles avec un contenu élevé en cholestérol sont plus athérogènes, 
car elles peuvent s'introduire plus facilement dans l'espace sous-endothélial 
[108]. 
1.2.2.4 Rétention des LDL 
Une des hypothèses du développement de l'athérosclérose propose que 
les lipoprotéines du sérum soient retenues dans l'espace sous-endothélial par les 
protéoglycanes. Ces LDL retenues se modifient subséquemment et provoquent 
une cascade de réponses qui mènent au développement de la maladie [109]. TI a 
en effet été démontré que l'association des LDL ou leur agrégation aux 
protéoglycanes de la paroi artérielle augmente leur taux d'oxydation et leur 
captation par les macrophages [110,111]. De plus, les souris exprimant une apo 
B-100 mutée produisant des particules de LDL avec une faible affinité pour les 
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protéog1ycanes développent moins fortement l'athérosclérose que les souris 
contrôles [112,113]. 
Des changements dans la composition de la matrice pourraient aussi 
augmenter la capacité de rétention des LDL dans l'espace sous-endothéliaL 
Certaines protéog1ycanes, comme la biglycane et la versicane, qui sont élevées 
dans les plaques d'athérome comparativement aux vaisseaux sanguins normaux, 
pourraient engendrer une plus grande rétention des LDL que d'autres 
protéoglycanes comme l'héparane sulfate [109,114,115]. 
1.2.2.5 Modification des LDL et propriétés des LDL oxydées 
Lorsqu'elles sont dans l'intima, les LDL sont susceptibles aux processus 
d'oxydation enzymatique et non-enzymatique. L'oxydation des LDL est une 
étape cruciale du processus d'athérosclérose. Elle se produit majoritairement in 
situ, dans la paroi, car les LDL oxydées (oxLDL) sont présentes en abondance 
dans la plaque, mais retrouvées en faibles quantités dans la circulation [1 ]6]. Les 
LDL peuvent être oxydées par contact avec les cellules endothéliales, les cellules 
musculaires lisses ou les macrophages [100]. Le processus d'oxydation 
s'effectue d'abord à la surface de la particule. Les LDL dont seulement la partie 
lipidique est modifiée, sans changement de l'apo B, sont appelées «LDL 
minimalement modifiées» (mmLDL) [100]. Les modifications minimales, avant 
l'oxydation massive, sont induites par les métaux de transition, les anions 
superoxydes, les hémoprotéines et l'activité lipoxygénase en présence 
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d'hydropéroxydes lipidiques. Par la suite, il y a propagation du phénomène par 
l'action de l'enzyme phospholipase A2 [100]. À la suite de la péroxydation de 
quelques fragments lipidiques, l'activité phospholipase A2 provoque une 
amplification de la péroxydation, ce qui entraîne la fragmentation des acides gras 
pol yin saturés et la production d'aldéhydes. Ces aldéhydes se lient aux résidus 
lysine de l'apo B, ce qui entraîne une modification conformationnelle de 
l'apolipoprotéine. De ce fait, il y a perte de la reconnaissance par les récepteurs 
de LDL natives, mais gain de la capacité de se lier aux récepteurs éboueurs des 
macrophages [117]. 
ln vitro, plusieurs expériences utilisent les LDL acétylées, qui sont 
reconnues par différents récepteurs des macrophages. Toutefois, une acétylation 
.significative des LDL ne se produit pas in vivo et il est maintenant clair que la 
modification la plus physiologique consiste en l'oxydation des particules, 
quoique la glycation soit aussi un phénomène observé in vivo [118]. 
La glycation de l'apo B des LDL est une anomalie retrouvée chez les 
patients diabétiques qui peut modifier le métabolisme des LDL de manière 
significative [119]. Principalement, les LDL glyquées présentent une réduction 
de leur affinité pour le récepteur de LDL [120], sont préférentiellement captées 
par les macrophages [121] et sont très facilement oxydées [122,123]. 
Selon l'hypothèse de l'oxydation des LDL, les oxLDL contribuent à 
l'athérogenèse en (1) permettant le recrutement des monocytes circulatoires dans 
l'espace sous-endothélial; (2) inhibant la capacité des macrophages résidents de 
quitter l'intima; (3) augmentant la captation de lipoprotéines par les macrophages 
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menant à la formation des cellules spumeuses; et (4) par leur toxicité, menant à la 
perte de la fonction endothéliale [124]. 
Les LDL oxydées présentes dans l'intima attirent les monocytes par 
l'induction de l'expression des molécules chimiotactiques, comme la « Monocyte 
chemotactic protein-l» (MCP-I), et des molécules d'adhésion sur les cellules 
endothéliales [125]. Conséquemment, les monocytes circulatoires sont recrutés et 
envahissent la paroi vasculaire, où ils se différencient en macrophages [125]. La 
réaction inflammatoire provoquée par les lipoprotéines modifiées consiste en une 
réponse physiologique, car elie permet l'attraction des macrophages afin de 
capter les particules dommageables. Les cytokines sécrétées par les macrophages 
dans la plaque affectent l'expression d'une multitude de protéines impliquées 
dans les mécanismes de défense. En modulant l'expression de ces molécules, les 
cytokines amplifient l'accumulation de lipides dans les macrophages et favorisent 
la formation des cellules spumeuses [126]. 
De plus, des mécanismes impliquant les oxLDL entraînent un défaut dans 
la production de NO bioactif, ce qui détériore la fonction endothéliale. En 
présence de oxLDL, les radicaux libres se lient au NO disponible pour produire 
un produit toxique, le péroxynitrite. Ce dernier déstabilise la production de la 
eNOS et cause un découplement de l'enzyme, générant des radicaux libres qui 
vont réagir à leur tour avec le NO [108]. Aussi, l'augmentation du contenu en 
cholestérol membranaire mène à l'augmentation de la protéine cavéoline qui lie la 
eN OS et qui limite la production de NO. Les co-facteurs de la production de NO 
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à partir de l'arginine deviennent oxydés et interfèrent dans la fonction de la eNOS 
[l08]. 
Au niveau des cellules endothéliales, les oxLDL ont aussi pour effet 
d'induire l'apoptose [127] et d'entraîner des changements qui se caractérisent par 
un état pro-coagulant incluant une diminution du tPA, de l'augmentation de la 
sécrétion du P AI-l, une augmentation de la réactivité aux plaquettes et de la 
production locale de facteur tissulaire [108]. 
De plus, parce que les HDL ont la capacité d'extraitre les produits de 
péroxydation des oxLDL [92-94], ces derniers déplètent les HDL en circulation 
de leurs capacités antioxydantes et protectrices. 
Subséquemment à l'oxydation des LDL, la progression des lésions 
athéromateuses est associée à plusieurs phénomènes dont l'infiltration des 
cellules inflammatoires, les monocytes/macrophages et les lymphocytes. Cette 
infiltration est associée à la poursuite de l'infiltration lipidique, à la formation des 
cellules spumeuses et à l'implication des cellules musculaires lisses vasculaires 
qui, par la synthèse de la matrice extracellulaire, entraîneront la formation d'une 
chape fibreuse plus ou moins abondante. 
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Table 3. Activités pro-athérogènes des oxLDL 
1.1 Les oxLDL entraînent la formation des cellules spumeuses. 
1.2 Les produits dérivés des oxLDL sont chimiotactiques pour les monocytes et 
les cellules T. 
1.3 Les produits dérivés des oxLDL sont cytotoxiques et peuvent induire 
l'apoptose. 
1.4 Les oxLDL sont mitogènes pour les macrophages et les cellules 
musculaires lisses. 
1.5 Les oxLDL altèrent l'expression des gènes inflammatoires dans les cellules 
vasculaires. 
1.6 Les oxLDL augmentent l'expression des récepteurs éboueurs. 
1.7 Les oxLDL peuvent s'agréger, ce qui augmente leur captation par les 
macrophages. 
1.8 Les oxLDL induisent l'expression du facteur tissulaire et l'agrégation 
plaquettaire. 
1.9 Les produits des oxLDL amoindrient la bioactivité du NO. 
1.10 Les oxLDL déplètent les HDL de leurs capacités antioxydantes. 
Adapté de [128] 
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Figure 16. LDL et formation de l'athérosclérose 
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Figure 16 : En raison d'une dysfonction endothéliale, les LDL de la circulation 
peuvent s'infiltrer dans l'espace sous-endothélial où elles subissent des 
modifications comme l'oxydation. Ces LDL oxydées détériorent la fonction 
endothéliale, induisent des réponses inflammatoires et sont captées par les 
macrophages, menant à la formation des cellules spumeuses. 
1.2.2.6 Adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales 
La présence de LDL modifiées au niveau de l'intima initie des réponses 
inflammatoires par les cellules endothéliales vasculaires, ce qui augmente leur 
affinité pour les leucocytes de la circulation qui adhèrent et migrent à travers 
l'endothélium, formant ultimement les cellules spumeuses, puis les stries 
lipidiques. L'adhésion des monocytes à l'endothélium implique la liaison des 
molécules de structure exprimées à la surface des cellules endothéliales à des 
ligands de la famille des intégrines présents sur la membrane des leucocytes. Ces 
molécules ne sont que peu ou pas exprimées à la surface de l'endothélium 
65 
normal, mais leur expression peut être induite par les LDL oxydées ou par les 
cytokines pro-inflammatoires [129]. 
L'implication des interactions cellulaires dans le développement de 
l'athérosclérose a suscité un vif intérêt depuis les deux dernières décennies. Les 
molécules d'adhésion ont reçu une grande attention, non seulement pour leur 
participation aux processus physiologiques normaux, mais aussi pour leurs rôles 
potentiels comme modulateurs des interactions cellulaires qui contribuent à la 
dysfonction endothéliale et aux dommages tissulaires associés aux différentes 
maladies vasculaires [129]. 
Le processus d'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales peut 
être schématisé en trois étapes séquentielles: (1) le roulement des leucocytes sur 
les cellules endothéliales; (2) leur adhésion ferme et (3) leur migration dans 
l'espace sous-endothélial [129]. Pour qu'il y ait adhésion avec les cellules 
endothéliales, les leucocytes de la circulation doivent d,'abord s'accrocher à la 
paroi vasculaire. Les sélectines et leurs ligands permettent cette adhésion faible 
qui se manifeste par un roulement des leucocytes de la circulation. Une fois 
accrochés, ils sont exposés à de faibles concentrations de médiateurs 
inflammatoires et chimiotactiques, ce qui entraîne leur activation et l'adhésion de 
leurs intégrines aux immunoglobulines des cellules endothéliales. Par la suite, la 
locomotion des leucocytes adhérents à travers les jonctions cellulaires permet leur 
migration transendothéliale [129]. 
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Figure 17. Interactions leucocytes - cellules endothéliales 
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Figure 17: À la suite d'un contact avec l'endothélium, il y a roulement des 
leucocytes sur les cellules endothéliales, leur adhésion ferme et leur migration 
dans l'espace sous-endothélial. 
1.2.2.6.1 Expression des molécules d'adhésion 
Les principales molécules d'adhésion exprimées sur l'endothélium sont la 
E-sélectine, la P-sélectine, la « vascular cell adhesion molecule-l » (VCAM-l) et 
la «intracellular adhesion molecule-l » (ICAM-l)_ Les E- et P-sélectines, 
membres de la famille des sélectines, sont des contre-récepteurs des L-sélectines 
des leucocytes. Les VCAM-l et ICAM-I appartiennent à une superfamille 
d'immunoglobulines et sont des contre-récepteurs des intégrines leucocytaires. 
Ces molécules d'adhésion solubles présentes en circulation peuvent être utilisées 
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comme marqueurs moléculaires de l'athérosclérose, particulièrement la ICAM-l 
et la E-sélectine, dont les taux sanguins corrèlent fortement avec l'incidence des 
maladies coronariennes [97]. 
1.2.2.6.1.1 Sélectines 
Le recrutement des leucocytes s'effectue par une cascade d'événements 
qui débute par la capture des cellules en circulation par la paroi vasculaire, suivi 
par le roulement des leucocytes à l'endothélium. La capture. et le roulement sont 
permis par un groupe de glycoprotéines appelées sélectines. Lors du processus de 
roulement, les leucocytes sont engagés de façon intime av"ec l'endothélium, ce qui 
permet aux chimiokines des cellules endothéliales de se lier à leurs récepteurs 
respectifs [130]. Ceci entraîne l'expression des intégrines, menant à l'adhésion 
ferme des leucocytes à l'endothélium et à leur transmigration à travers celui-ci. 
L'étape de roulement est possible grâce aux sélectines et est importante pour le 
recrutement leucocytaire [130]. 
Les molécules sélectines sont exprimées sur les leucocytes (L-sélectine), 
les cellules endothéliales (E-sélectine, P-sélectine) et sur les plaquettes (P-
sélectine). Ces molécules d'adhésion sont reconnues pour entraîner le roulement 
des leucocytes sur l'endothélium vasculaire (L-, P-, E-sélectine) et pour 
l'agrégation des plaquettes avec les leucocytes (P-sélectine). Des formes solubles 
de ces sélectines sont détectées dans le plasma et l'élévation de leurs niveaux 
sanguins est associée à la présence de maladies inflammatoires [129]. Les 
cytokines, les toxines bactériennes et les oxydants stimulent la synthèse des E- et 
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P-sélectines sur les cellules endothéliales [130]. Sur les cellules leucocytaires, les 
ligands majeurs des sélectines consistent aux glycanes de surface, possédant une 
structure spécifique de type sialyl-Lewis, ainsi que la L-sélectine qui peut aussi 
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servir de ligand pour les P- et E-sélectines [129]. Deux facteurs de transcription 
sont impliqués de manière importante dans la régulation de l'expression de 
certaines molécules d'adhésion endothéliale, soit le «Nuc1ear factor kappa B» 
(NF-KB) et l' «Activated protein 1» (AP-I) [131]. Des sites de liaison au NF-KB 
ont été identifiés sur les régions promotrices des gènes e-sélectine, vcam-l et 
ÎGam-l et des sites de liaison pour AP-l sont retrouvés sur les régions promotrices 
des gènes ÎGam-l et e-sélectine. Aussi, des inhibiteurs de l'activation de NF-KB 
et de AP-l ont atténué l'expression des molécules d'adhésion induite par les 
cytokines, la LPS et les oxydants, tant in vitro que in vivo [131]. 
La P-sélectine est exprimée par les cellules endothéliales vasculaires et les 
plaquettes. Elle consiste en la plus grande des sélectines, avec un poids 
moléculaire de 140 kDa. Elle est conservée au niveau cellulaire dans des 
granules spéciales présentes dans les plaquettes (les a-granules) et les cellules 
endothéliales (les corps Weibel-Palade), desquelles elles peuvent être rapidement 
mobilisées à la surface après stimulation, par exemple par des ~ytokines [132]. 
Le NO est aussi un régulateur des P-sélectines: des inhibiteurs de eNOS 
augmentent leur expression [133]. Le ligand primaire de la P-sélectine est le «P-
selectin glycoprotein ligand-l» (PSGL-I) qui est exprimé de manière 
constitutive par les leucocytes [134,135]. La P-sélectine est fortement exprimée 
sur l'endothélium entourant les plaques athéromateuses humaines, mais elle n'a 
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pas été détectée dans l'endothélium artériel normal ou dans l'endothélium 
entourant des plaques fibreuses stables [132]. 
La P-sélectine a été définie au départ comme une molécule d'adhésion des 
plaquettes. Elle constitue un marqueur de l'activation plaquettaire, car elle n'est 
exprimée que sur les cellules activées. En plus d'être impliquée dans l'adhésion 
des plaquettes aux leucocytes, elle permet l'agrégation inter-plaquettaire et la 
formation d'agrégats plaquettaires stables [132]. 
Alors que la P-sélectine serait impliquée dans le processus de roulement 
précoce des leucocytes sur les cellules endothéliales, la E-sélectine servirait plutôt 
au roulement lent et à l'adhésion plus marquée. li n'existe toutefois pas de pools 
d'entreposage pour la E-sélectine sur les cellules endothéliales, mais 
l'augmentation de son expression à la surface cellulaire se produit en réponse à 
une synthèse protéique dépendante de la transcription du gène [129]. La E-
sélectine n'est pas exprimée de manière constitutive sur l'endothélium au repos, 
mais son expression est stimulée avec le TNF-a, la LPS, l'IL-I et d'autres 
médiateurs pro-inflammatoires. La PSGL-1, exprimée sur la plupart des 
leucocytes, peut aussi servir de ligand pour la E-sélectine. Par contre, la 
transition entre le roulement et l'arrêt ferme des leucocytes avec la E-sélectine 
n'est pas dépendante du PGSL-l [134,136]. 
En plus du PSGL-I, plusieurs autres ligands de P- et E-sélectines ont été 
identifiés in vitro. Le CD44 et le CD43 ont été proposés comme des ligands pour 
la E-sélectine, mais leur existence in vivo est moins certaine [130,137]. 
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La L-sélectine est retrouvée sur les leucocytes et permet leur roulement 
lors de l'inflammation d'une manière dépendante du PSGL-1 [138]. L'utilisation 
de modèles in vivo a permis de démontrer que le roulement dépendant de la L-
sélectine se produit majoritairement via des interactions entre les leucocytes en 
circulation et les leucocytes adhérants, processus qui est appelé attachement 
secondaire [138]. La L-sélectine pourrait aussi influencer l'adhésion ferme des 
leucocytes et leur transmigration lors de l'inflammation [130]. 
1.2.2.6.1.2 Superfamille des immunoglobu1ines 
La superfamille des immunoglobulines (Ig) comprend une vaste variété de 
molécules. Certains membres de cette superfarnille sont impliqués dans les 
maladies vasculaires, comme la ICAM-l, la ICAM-2, la VCAM-1 et la« platelet-
endothelial cell adhesion molecule » (PECAM-1). 
Les molécules ICAM permettent l'adhésion des leucocytes à 
l'endothélium activé en établissant de forts liens avec les Intégrines, en induisant 
l'arrêt ferme des cellules inflammatoires à la surface vasculaire et en participant à 
leur infiltration. Chaque protéine de ICAM est capable de lier plus d'un ligand en 
utilisant différents domaines [139]. La ICAM-1 est fortement exprimée à l'état 
basal sur les leucocytes et sur les cellules endothéliales et son expression est 
stimulée par des cytokines pro-inflammatoires [139]. Pour sa part, la ICAM-2, 
une forme tronquée de la ICAM-1, est aussi exprimée sur les leucocytes, les 
plaquettes et les cellules endothéliales, mais son expression n'est pas aqgmentée 
lors de leur activation [129]. La ICAM-3 est détectée au niveau des cellules 
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endothéliales et des leucocytes et est la seule molécule ICAM présente sur les 
neutrophiles [139,140]. 
La VCAM-l permet elle aussi l'adhésion des monocytes et des 
lymphocytes aux cellules endothéliales et participe au recrutement des cellules de 
la circulation en favorisant leur adhésion ferme. Son expression est négligeable 
sur les cellules endothéliales non stimulées, mais elle est grandement augmentée à 
la suite d'une stimulation avec des cytokines par une régulation transcriptionnelle 
[140]. Elle est aussi exprimée sur d'autres types cellulaires comme les 
macrophages, les myoblastes et les cellules dendritiques. La VCAM-l lie 
principalement l'intégrine Œ4~1 des leucocytes, aussi connue sous le nom de 
«very late antigen-4». La liaison des cellules immunitaires à la VCAM-l induit 
des changements de conformation sur les cellules endothéliales et permet la 
migration leucocytaire [140]. De plus, il a été démontré que la VCAM -1 active la 
flavoprotéine NADPH oxydase dans les cellules endothéliales, entraînant la 
formation de dérivés réactifs de l'oxygène, et que cette fonction est requise pour 
la migration des leucocytes dépendante de la VCAM-l [139,140]. 
La PECAM-l est exprimée de manière constitutive sur les plaquettes, sur 
la plupart des leucocytes et sur les cellules endothéliales [129]. Les molécules de 
PECAM-l sont particulièrement denses au niveau des jonctions entre les cellules 
endothéliales où elles participent majoritairement à la liaison homophile des 
cellules adjacentes [140]. Ainsi, la PECAM-1 serait impliquée dans le maintien 
de l'intégrité endothéliale et dans la migration des cellules de la circulation dans 
la paroi vasculaire [139]. 
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1.2.2.6.2 Expression des intégrines 
La famille des intégrines comprend des protéines hétérodimères qui sont 
composées de sous-unités Cl et ~ liées par des liens non-covalents. Huit 
différentes chaînes Cl et dix-huit ~ ont été décrites à ce jour, alors que seulement 
24 hétérodimères ont été observés [141]. Les intégrines possèdent plusieurs états 
conformationnels. Dans les cellules au repos, elles sont habituellement non-
adhésives, présentes à la surface cellulaire en une conformation permettant une 
faible affinité pour les ligands. Des changements de l'activité cellulaire 
entraînent le relâchement de médiateurs qui modifient la conformation des 
intégrines et leur permettent de développer une haute affinité [141]. 
La spécificité des ligands aux intégrines est fortement déterminée par les 
sous-unités Cl et ces ligands peuvent être de deux groupes principaux: les 
molécules de surface cellulaire de la superfamille des immunoglobulines (la 
ICAM-l, la ICAM-2 et la VCAM-l) et une variété de grosses protéines 
matricielles extracellulaires (la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine, 
le fibrinogène et le composé du complément iC3b) [129]. 
Les intégrines sont exprimées sur une grande variété de cellules, où elles 
accomplissent plusieurs fonctions. Entre autres, les ~2-intégrines jouent un rôle 
au niveau de l'athérosclérose [142]. Ces intégrines, strictement exprimées sur les 
cellules blanches du sang, interagissent avec les molécules ICAMs et permettent 
l'arrêt ferme à la surface de l'endothélium, étape qui se produit à la suite de 
l'activation des intégrines par l'intervention des sélectines [129,143,144]. Les 
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cellules peuvent alors modifier leur forme, adhérer à la surface de l'endothélium, 
puis rejoindre les jonctions cellulaires. 
L'intégrine <X4PI, aussi appelée «very late antigen-4», est impliquée dans 
l'adhésion des éosinophiles, des lymphocytes et des monocytes aux cellules 
endothéliales. Elle est l'intégrine majeure exprimée sur les lymphocytes T et B 
non stimulés et interagit principalement avec la VCAM -1 [145]. 
1.2.2.6.3 Molécules d'adhésion solubles 
La reconnaissance du rôle de l'inflammation à tous les stades du 
développement de l'athérosclérose a stimulé la recherche de marqueurs de 
protéines circulatoires reflétant les processus d'inflammation de la paroi 
vasculaire et fournissant des indications sur les patients à haut risque 
d'événements cardiovasculaires. Plusieurs études ont examiné le rôle des 
molécules d'adhésion comme prédicateurs des maladies cardiovasculaires. En 
général, les études tendent à démontrer que: (1) seulement l'élévation des 
niveaux sanguins de ICAM-l s'avère un prédicateur d'événements chez les sujets 
sains [146-148] ; (2) les taux de VCAM-l et ICAM-1 sont des prédicateurs chez 
les sujets avec maladies cardiovasculaires [139,149] ; (3) ICAM-l, VCAM-l, E-
sélectine et P-sélectine sont élevées chez les patients présentant un état 
cardiovasculaire instable [150-157] et (4) les niveaux sanguins de VCAM-l et 
ICAM-l sont corrélés avec la sévérité de l'athérosclérose [158]. Il semble 
logique que la VCAM-l ne soit pas un facteur de risque chez les individus en 
santé, étant donné qu'elle n'est pas exprimée à l'état basal, mais qu'elle est 
74 
rapidement induite dans des conditions pro-athéroscIérotiques chez les animaux 
et les humains [159,160]. Aucune intégrine soluble n'a été détectée en circulation 
à ce jour [139]. 
1.2.2.7 Transmigration· chimiotactique 
Lors de la réponse inflammatoire classique, l'adhésion est suivie par la 
transmigration des leucocytes à travers les jonctions inter-endothéliales vers 
l'intima. Cette transmigration est gouvernée par des facteurs chimiotactiques 
produits dans l'espace sous-endothélial [161]. Plusieurs cytokines 
chimiotactiques, appelées chimiokines, sont synthétisées par les cellules 
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les macrophages présents dans 
l'intima pendant le processus de formation de lésion [162]. Cette migration des 
cellules mononuclées dans l'intima est dépendante des chimiokines et constitue 
un autre phénomène important de l' athérogenèse. 
Les chimiokines (cytokines chiomiotactiques) sont de petites protéines qui 
dirigent la migration directe des leucocytes circulatoires vers le site 
d'inflammation ou de dommage. Environ 50 chimiokines humaines ont été 
caractérisées et elles sont divisées en trois familles majeures selon leur structure 
et leur fonction [162]. La chimiokine la mieux connue à ce jour est la MCP-l qui 
permet le recrutement des monocytes et des cellules T. La MCP-l est exprimée 
en quantités significatives à tous les stades du développement de l'athérosclérose 
[161]. 
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La MCP-l est impliquée dans le recrutement des monocytes de la 
circulation vers les lésions athéromateuses précoces, dans le développement de 
l'hyperplasie de l'intima après angioplastie, dans la vasculogenèse et dans 
certains aspects du processus de thrombose [162]. La MCP-l est largement 
exprimée par les macrophages et les CML des lésions d'athérosclérose. Les 
mmLDL, mais non les LDL natives, peuvent induire la production de MCP-l par 
les cellules endothéliales et par les CML de la paroi vasculaire [162]. De plus, 
des études chez les souris transgéniques surexprimant la MCP-l ou chez les 
souris déficientes en MCP-I apportent de fortes évidences de son rôle dans 
l'athérogenèse. Par exemple, la délétion de la MCP-I chez les souris récepteur de 
LDL -/- a atténué la progression des lésions [163-165], alors que la surexpression 
de la MCP-l chez les souris apo E -/- a augmenté la formation des cellules 
spumeuses et l'athérogenèse [166]. De plus, des niveaux sériques élevés de 
MCP-l sont retrouvés chez les patients avec maladies coronaires artérielles [167]. 
1.2.2.8 Formation des cellules spumeuses et des stries lipidiques 
Les macrophages sont des joueurs clefs dans les processus·d'inflammation 
et de réponses immunitaires. Leurs actions propres dépendent largement de leur 
capacité à produire des radicaux libres, des protéases, des facteurs du complément 
et des cytokines [161]. Les macrophages peuvent aussi initier des réponses 
immunitaires adaptatives en présentant des antigènes étrangers aux cellules T 
[161]. Toutes ces activités sont importantes dans le développement de 
l'athérosclérose. 
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La différentiation des monocytes en macrophages est gouvernée par le 
« macrophage colony stimulating factor» (M-CSF), une cytokine produite par les 
macrophages, mais aussi par les cellules vasculaires et les cellules musculaires 
lisses. Le M-CSF est un facteur hématopoïétique de différentiation et de 
prolifération des monocytes [168]. li a été démontré par des études chez la souris 
que la différentiation des monocytes est nécessaire pour le développement de 
l'athérosclérose et que les monocytes/macrophages présents dans la plaque ont la 
capacité de s'y multiplier. [169]. 
Afin de se transformer en cellules spumeuses, les macrophages captent et 
internalisent de grandes quantités de LDL oxydées par l'intermédiaire de 
récepteurs dits «éboueurs» qui, à l'inverse du récepteur des LDL normales, ne 
sont pas sous le contrôle négatif du contenu intracellulaire en cholestérol [170]. 
Cette accumulation de cholestérol dans les macrophages entraîne la formation des 
cellules spumeuses, responsables des dépôts lipidiques de la plaque 
athéromateuse. 
Les macrophages de la paroi artérielle permettent d'épurer l'intima de la 
surcharge en cholestérol, mais ils entretiennent aussi un cercle vicieux en activant 
les cellules endothéliales et en augmentant leur perméabilité aux LDL par le biais 
de la production de cytokines pro-inflammatoires dont de nombreuses sont 
présentes dans la plaque, telles TNF-a, IL-l, IL-6, IL-8, IL-12 et interféron y 
(IFNy) [161]. Les cytokines peuvent, d'une part, provoquer le recrutement des 
monocytes en stimulant la libération de la chimiokine MCP-l par les cellules de 
la plaque et, d'autre part, favoriser leur adhérence à l'endothélium en induisant 
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l'expression de la ICAM-l et de la VCAM-I par les cellules endothéliales [161]. 
Les cytokines peuvent aussi moduler l'activité des cellules musculaires lisses, 
entraînant une dégradation de la matrice extracellulaire et une fragilisation de la 
chape fibreuse [161]. De plus, les cytokines pro-inflammatoires interviennent 
dans les complications thrombotiques associées à l'athérosclérose [171]. 
L'accumulation dans le sous-endothélium des cellules spumeuses et des 
lymphocytes T entraîne les premières manifestations histologiques de 
l'athérosclérose, appelées les stries lipidiques. Les stries lipidiques représentent 
des lésions réversibles de l'athérosclérose et n'ont pas de conséquences cliniques 
[172]. Toutefois, elles peuvent évoluer vers des lésions plus avancées, les lésions 
fibreuses. Ces dernières se caractérisent par l'accumulation de débris cellulaires 
et de lipides extracellulaires, surtout le cholestérol et ses esters, généralement 
recouverts d'une chape fibreuse constituée des cellules musculaires lisses et d'une 
matrice protéique extracellulaire secrétée par ces cellules [172]. La présence de 
nombreux macrophages (spumeux ou non) et de quelques cellules T est aussi 
observée [172]. L'athérosclérose est donc le résultat d'une réaction 
inflammatoire mal contrôlée ayant pour but, à l'origine, l'épuration de la 
surcharge lipidique intimale. 
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Figure 18 A. Développement de l'athérosclérose 
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Figure 18 A : Lors du développement précoce de l'athérosclérose, on observe les 
phénomènes d'adhérence et d'entrée des lymphocytes, l' agrération plaquettaire, 
la formation des cellules spumeuses et la migration des cellules musculaires 
lisses. 
1.2.2.9 Prolifération et migration des cellules musculaires lisses: 
formation de la chape fibreuse 
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La prolifération des cellules musculaires lisses est un processus important 
dans le développement de la plaque d'athérosclérose. La fonction principale de 
ces cellules est de maintenir le tonus et la résistance vasculaire. 
Le rôle exact de la prolifération des CML dans le développement de 
l'athérosclérose est encore sujet à débats. D'un côté, l'accumulation de CML au 
niveau de l'intima consiste en une étape du développement précoce de la lésion. 
Les CML peuvent stimuler la progression de la plaque en produisant des 
médiateurs pro-inflammatoires et en synthétisant des molécules matricielles 
requises pour la rétention des lipoprotéines [174]. D'un autre côté, les CML 
s'avèrent importantes dans le maintien de la stabilité de la plaque pour la 
formation d'une chape fibreuse ferme [175]. La prolifération locale des CML 
peut se produire en réponse à des dommages biochimiques (nicotine, insuline et 
cholestérol), mécaniques (hypertension systémique, angioplastie, placement de 
stent) ou immunologiques [176]. 
Les cytokines et les médiateurs d'inflammation au niveau de l'espace 
sous-endothélial ont des effets chimiotactiques sur les CML, ce qui résulte en leur 
migration vers l'intima pour former la chape fibreuse recouvrant le corps 
lipidique et inflammatoire. De plus, les CML synthétisent des facteurs de 
croissance qui facilitent leur prolifération et elles produisent différentes protéines 
matricielles comme le collagène et l'élastine qui sont utilisées dans la réparation 
du dommage tissulaire [175]. Ce rôle des CML constitue un mécanisme de 
défense important contre les complications de l'athérosclérose, car il permet de 
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séparer le corps lipidique hautement thrombogénique des plaquettes en 
circulation et des protéines pouvant engendrer une cascade de coagulation, en 
plus de conférer une stabilité structurale à la plaque. En fait, les CML sont les 
seules capables de synthétiser la chape fibreuse, leur attribuant un rôle important 
dans le maintien de la stabilité plaquettaire [175,177]. 
1.2.2.10 Formation du corps nécrotique 
À ce stade, les lésions sont caractérisées par la présence de CML en 
surface, entourant des pools acellulaires riches en lipides dans lesquels il y a 
accumulation de cholestérol libre et le commencement du processus de 
calcification. 
La formation du corps nécrotique est majoritairement attribuée à la mort 
des macrophages. Au niveau du corps lipidique, la combinàison de l'infiltration 
des macrophages et de leur mort par apoptose ou par nécrose, entraîne le 
développement de lésions avancées fibro-athéromateuses [178]. À mesure que la 
plaque progresse de stries lipidiques à corps nécrotique, le contenu en cholestérol 
libre des plaques augmente, alors que celui en esters de cholestérol diminue, ce 
qui pourrait être étroitement lié à l'instabilité des lésions [179]. TI s'ensuit une 
hypoxie et une infiltration de cellules inflammatoires, entraînant une néo-
vascularisation. Les vaisseaux sanguins naissants immatures permettent 
l'extravasation des érythrocytes dans la plaque, ce qui contribue à l'élargissement 
du corps nécrotique [179]. 
Figure 18 B. Développement de l'athérosclérose 
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Figure 18 B : À la suite du développement des stries lipidiques, on observe la 
formation du corps nécrotique et de la chape fibreuse. 
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1.2.2.11 Stabilité des plaques athéromateuses 
La croissance des plaques est graduelle et associée à la mort par apoptose 
des cellules macrophagiques dans le corps lipidique, ainsi qu'à la migration des 
cellules musculaires lisses en réponse aux stimuli inflammatoires présents au 
niveau de la plaque. Lors de rupture ou d'érosion de la lésion, il y a exposition 
du corps lipidique thrombogène à la circulation. Ceci entraîne une accumulation 
rapide de plaquettes, un dépôt de fibrine et une thrombose, menant aux 
syndromes coronaires aigus [180]. li semble que la balance entre les effets 
réparateurs des CML et les effets destructeurs des cellules inflammatoires 
détermine l'intégrité de la chape fibreuse et, de ce fait, la stabilité des plaques 
[177]. 
En effet, les cellules inflammatoires peuvent fragiliser ou détruire la chape 
fibreuse par différents mécanismes. Premièrement, les lymphocytes T produisent 
des cytokines pro-inflalIlIIlatoires, comme l'INF-y, qui inhibent directement la 
prolifération des CML et qui peuvent diminuer de manière marquée la synthèse 
de collagène. Deuxièmement, les cytokines inflammatoires, comme l'IL-l~ et le 
TNF-a. des macrophages et l'INF-y des lymphocytes T, sont cytotoxiques pour 
les CML et entraînent l'apoptose des cellules. Troisièmement, les macrophages 
peuvent induire l'apoptose des CML par contact cellulaire direct. 
Quatrièmement, les macrophages produisent des métalloprotéinases matricielles 
(MMPs) qui peuvent dégrader les composantes de la matrice de la chape fibreuse. 
Cette production de MMPs est régulée par des médiateurs inflammatoires comme 
le TNF-a. [177]. 
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Les lésions présentant une mince chape fibreuse sont promptes à la 
rupture. Le risque d'événements vasculaires chez les patients avec des plaques 
stables est moindre que chez ceux présentant des plaques instables [181]. 
À la suite de la rupture de la plaque, il y a une exposition immédiate de la 
matrice extracellulaire thrombogénique de la chape fibreuse et du corps lipidique 
aux protéines et plaquettes de la cascade de coagulation, ce qui entraîne 
l'agrégation des plaquettes, leur activation et la formation d'un caillot [177]. 
1.2.2.12 Complication et rupture des plaques athéromateuses 
L'athérosclérose devient vraiment une maladie au stade des lésions 
compliquées. Les phénomènes de calcification, d'ulcération, d'hémorragie, et la 
formation d'hématomes peuvent compliquer d'avantage la plaque d'athérome. 
Les lésions avancées continuent à croître en volume et en taille, progressent vers 
l'adventice et la lumière artérielle et peuvent grossir suffisamment au point de 
créer des ischémies [172,180]. Cependant, les complications cliniques majeures, 
telles que les accidents myocardiques et cérébraux, sont causées par des 
occlusions aiguës provoquées par la formation d'un thrombus ou d'un caillot de 
sang. Ces thromboses sont généralement déclenchées par la rupture ou l'érosion 
d'une plaque [180]. 
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Figure 18 C. Développement de l'athérosclérose 
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Figure 17 C : Les lésions athéromateuses formées peuvent se compliquer et se 
rompre, menant aux complications cliniques de l'athérosclérose. 
1.2.3 Transport de cholestérol dans les macrophages et les 
cellules endothéliales vasculaires 
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Les macrophages jouent un rôle crucial dans le développement de 
l'athérosclérose, entre autres par la formation des cellules spumeuses. Le 
cholestérol, dérivé principalement des LDL, entre dans le macrophage via 
certaines voies impliquant des récepteurs. Ces récepteurs reconnaissent les 
lipoprotéines naissantes et modifiées et ils répondent différemment à 
l'augmentation des niveaux de cholestérol cellulaire [126]. La mobilisation du 
cholestérol cellulaire vers la membrane plasmatique et son efflux aux accepteurs 
extracellulaires HDL constituent des mécanismes importants dans la régulation 
des niveaux de cholestérol cellulaires [126]. Les principales protéines 
membranaires permettant le transport de cholestérol au niveau des macrophages 
sont le récepteur de LDL,]e SRAIfII, la CD36, le SR-BI, 1'ABCAl, l'ABCGl et 
l'apo E. 
Les cellules endothéliales vasculaires ne subissent pas les modifications 
phénotypiques de l'accumulation de cholestérol comme le font les macrophages; 
ces cellules transportent le cholestérol, mais ne l'emmagasinent pas. Ainsi, elles 
doivent être dotées de mécanismes permettant l'homéostasie et le transport du 
cholestérol. Les principaux transporteurs de cholestérol retrouvés sur ces cellules 
sont le LOX-l, l'ABCAl, l'ABCGl et le SR-BI. 
Ainsi, certains de ces récepteurs sont communs aux deux types 
cellulaires: l' ABCAl, l' ABCG 1 et le SR-BI. Le récepteur de LDL, les 
récepteurs éboueurs de classe A et l' apo E sont spécifiques aux macrophages, 
alors que le LOX-l n'est retrouvé que sur les cellules endothéliales vasculaires. 
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1.2.3.1 Influx de cholestérol 
1.2.3.1.1 Récepteurs de WL 
Les macrophages captent les LDL à l'aide du récepteur de LDL par un 
processus d'endocytose. Pour ce faire, l'apo B lie le récepteur, le complexe 
ligand-récepteur est endocytosé, puis dissocié dans la cellule, et les lipoprotéines 
sont dégradées dans les organelles. La transcription du gène ldlr est régulée par 
le contenu cellulaire en stérols: lorsque le contenu en cholestérol est abondant, 
l'expression du récepteur de LDL diminue. Ainsi, la captation de cholestérol via 
le récepteur de LDL ne mène pas à une accumulation lipidique excessive [126]. 
TI semble que, de manière globale, le récepteur de LDL protège contre 
l'athérogenèse, car des mutations inactivant le gène ldlr entraîne une élévation 
plasmatique marquée des niveaux de LDL et le développement précoce de 
l'athérosclérose chez les humains et les souris [182]. 
1.2.3.1.2 Récepteurs éboueurs 
Dans les macrophages, les récepteurs éboueurs jouent un rôle dans la 
captation excessive de cholestérol. Le terme «récepteur éboueur» (de l'anglais 
«scavenger receptor») a été judicieusement choisi, car ces récepteurs 
reconnaissent un large éventail de ligands. Les récepteurs éboueurs de classe A et 
B sont exprimés dans la plaque d'athérosclérose [183]. Les LDL modifiées par 
acétylation, oxydation ou glycation sont captées par les récepteurs éboueurs sans 
auto-régulation par le contenu cellulaire en cholestérol [183]. 
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L'expression des récepteurs éboueurs n'est pas limitée aux cellules de la 
plaque d'athérome, ce qui rend difficile l'application d'une thérapie impliquant 
leur inhibition. lis sont aussi présents au niveau du foie où ils ont plutôt un rôle 
athéroprotecteur, car ils permettent de capter les lipoprotéines de la circulation. 
De plus, les récepteurs éboueurs sont impliqués dans les processus d'adhésion et 
d'enlèvement de cellules mortes et dans la défense de l'hôte contre l'infection 
bactérienne [183]. 
1.2.3.1.2.1 «Scavenger receptors class A» (SRA) 
En plus de lier les lipoprotéines modifiées, les «scavenger receptors class 
A» (SRA) sont impliqués dans d'autres processus affectant la formation des 
lésions vasculaires, comme le recrutement des monocytes, l'adhésion des 
macrophages et la sécrétion des cytokines [126]. Les SRA sont exprimés par les 
macrophages tissulaires, les cellules endothéliales aortiques, les cellules 
endothéliales sinusoïdales hépatiques et les cellules de Kupffer. Les SR-A sont 
hautement exprimés au niveau des cellules spumeuses des lésions athéromateuses 
humaines et il a aussi été retrouvé sur les cellules musculaires lisses [183]. 
Plusieurs molécules polyanioniques lient les récepteurs éboueurs de classe A, 
mais leur affinité pour les lipoprotéines modifiées varie, liant de manière 
préférentielle les oxLDL [183]. 
Les SRA sont considérés comme critiques dans les étapes initiales de la 
formation de la plaque, mais dans les modèles animaux, les délétions totales de 
SRA ont mené à des résultats controversés. Par exemple, chez les souris 
88 
déficientes en apo E, la délétion en SRA a entraîné une augmentation modérée 
des niveaux de cholestérol plasmatique, coïncidant avec une forte diminution 
(60%) du développement des lésions [184]. Par contre, chez les souris déficientes 
en récepteur de LDL, la délétion en SRA a réduit de 20% les niveaux de 
cholestérol plasmatique et d'athérosclérose [185]. Ces discordances montrent 
que, probablement, en plus de la captation des lipoprotéines, les SRA possèdent 
d'autres propriétés fonctionnelles qui influencent l' athérogenèse. 
Il existe trois formes connues de SRA. Les SR-AI, SR-AIl et SR-AllI 
sont tous des produits du même gène, générés par épissage alternatif. Le SR-AI 
contient une séquence C-terminale de 110 acides aminés riches en cystéine qui est 
absente du SR-AIl. Le SR-AIl est fortement et constamment exprimé lors de la 
différentiation des monocytes en macrophages, alors que l'expression de SR-AI 
est augmentée de manière graduelle [186]. Le SR-AllI n'est pour sa part pas 
retrouvé sur la membrane plasmatique et n'entraîne pas l'endocytose des ligands 
[186]. 
Le niveau d'expression des SRA macrophagiques est influencé par 
différentes cytokines. Le TNF-a et l'INPy inhibent l'activité des SRA des 
macrophages par des régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles 
[187,188]. Il a aussi été démontré que le «Proliferator-activated receptor y» 
(PPARy) inhibe l'expression des SRA [189]. Le M-CSF augmente les SRA dans 
les macrophages murins [190,191], alors que le facteur de croissance 
«Transforming growth factor ~» les diminue et que le «Platelet-derived growth 
factor» (PDGF) les amplifie [192-194]. 
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1.2.3.1.2.2 «Fatty acid translocase» (CD36) 
La «Fatty acid translocase» (CD36) est un récepteur éboueur de type B. 
Elle consiste en une glycoprotéine membranaire d'un poids moléculaire de 78-88 
kDa qui est exprimée sur les monocytes/macrophages, les plaquettes, les cellules 
endothéliales et le tissu adipeux. Ses fonctions physiologiques principales 
connues sont de transporter les acides gras à longue chaîne, de lier et 
d'internaliser les oxLDL. Elle peut aussi lier les LDL naissantes, les HDL et les 
VLDL [195]. Au niveau cellulaire, la CD36 colocalise avec la cavéoline-1 dans 
les micro-domaines de la membrane plasmatique appelés les cavéoles [196]. 
La CD36 a d'abord été identifiée comme une «Fatty acid translocase » 
nécessaire pour le transport des acides gras à longue chaîne [197]. Elle facilite la 
translocation des acides gras non seulement dans les adipocytes, mais aussi dans 
le cœur et le muscle squelettique, où les acides gras à longue chaîne constituent 
d'importants substrats pour la production d'énergie. Les souris transgéniques qui 
surexpriment la CD36 dans le muscle squelettique démontrent une augmentation 
de l'oxydation des acides gras, une réduction des taux plasmatiques en acides 
gras et en triacylglycérols et un abaissement du dépôt des graisses [198]. 
Les souris déficientes en CD36 présentent une diminution de 6 fois du 
développement d'athérome Gomparativement aux contrôles, probablement à cause 
d'une réduction de la captation des oxLDL, ce qui inhibe la formation des cellules 
spumeuses [199]. Par contre, les humains déficients en CD36 ont une résistance 
à l'insuline considérable, des taux sanguins de triacylglycérols et de glucose 
élevés, des niveaux de HDL réduits et une pression sanguine beaucoup plus 
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élevée que les sujets normaux [200]. La délétion de CD36 est également reliée à 
la résistance à l'insuline chez les animaux [201]. 
La CD36 est exprimée en grandes quantités dans les macrophages. TI 
semble que les oxLDL stimulent leur propre captation en augmentant 
l'expression de CD36 par un processus dépendant de PPARy [202] ; le gène de la 
CD36 contient un élément de réponse au PPARy fonctionnel dans les 
macrophages. L'incubation de macrophages déficients en CD36 avec les oxLDL 
résulte en seulement 40 à 60% de la liaison, de l'internalisation et de 
l'accumulation d'esters de cholestérol, comparativement aux cellules exprimant 
la CD36 [203]. De plus, il a été démontré par des modèles murins que la CD36 
joue un rôle central dans le développement des plaques athéromateuses et la 
formation des cellules spumeuses [199]. 
L'expression de CD36 est hautement modulée lors de la différentiation 
des monocytes en macrophages par les cytokines, les facteurs de croissance et les 
lipoprotéines modifiées présentes dans la plaque [203]. La CD36 des 
macrophages participe aussi à la reconnaissance des cellules apoptotiques [203]. 
Ces activités multifonctionnelles de CD36 au niveau des monocytes/macrophages 
suggèrent que la modulation de son expression peut mener à une série d'effets 
bénéfiques ou nuisibles dans les processus d'athérosclérose, d'inflammation et 
d'angiogenèse [204]. 
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1.2.3.1.2.3 «Scavenger receptor class B type 1» (SR-BI) 
Le SR-BI est un autre récepteur éboueur impliqué dans le métabolisme du 
cholestérol. Il lie les HDL et permet la captation sélective des esters de 
cholestérol dans plusieurs types cellulaires. Au niveau global dans l'organisme, 
son expression semble être athéroprotectrice. Une surexpression hépatique de 
SR-BI chez la souris entraîne la réduction du HDL-cholestéro1, augmente la 
sécrétion du cholestérol dans la bile et diminue l'athérosclérose [205]. 
Le SR-BI est fortement exprimé au niveau du foie, mais aussi des tissus 
stéroïdiens ayant un besoin constant en cholestérol comme les glandes surrénales, 
les ovaires et les testicules [205]. Il est aussi exprimé dans les macrophages 
murins [205] et dans les lésions athéromateuses humaines [206,207]. Le SR-BI 
lie les HDL avec une grande affinité, contrairement aux récepteurs éboueurs de 
classe A qui n'interagissent pas du tout avec les lipoprotéines naissantes. Il se lie 
aussi aux lipoprotéines modifiées, aux phospholipides anioniques et aux cellules 
apoptotiques [183]. 
Le SR-BI est un membre de la superfamille CD36. Il consiste en une 
large boucle extracellulaire et deux domaines transmembranaires C- et N-
terminaux avec de courtes queues cytoplasmiques. Initialement, le SR-BI a été 
caractérisé pour sa capacité à capter les esters de cholestérol des HDL, de manière 
unidirectionnelle et sélective, sans internalisation de la particule; il permet aussi 
l'entrée de phospholipides et de triacylglycérols [207,208]. Il engendrerait aussi 
les échanges bidirectionnels de cholestérol libre entre les cellules et les particules 
de HDL, mouvement qui serait dépendant d'un gradient de concentration. Au 
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niveau cellulaire, le SR-BI a été localisé dans les cavéoles qui sont des 
microdomaines de la membrane plasmatique riches en cholestérol et en 
sphingomyéline [207]. 
Le SR-BII est un isoforme de SR-BI issu du même gène, qui diffère 
seulement par la queue cytoplasmique. Il semble qu'il soit plus difficilement 
traduit en protéine que le SR-BI [209]. 
Figure 19. SR-BI 
Figure 19: Le SR-BI consiste en une large boucle extracellulaire et deux 
domaines transmembranaires C- et N- terminaux avec de courtes queues 
cytoplasmiques 
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Le rôle de SR-BI dans les macrophages n'a pas encore été totalement 
élucidé. Alors qu'il avait été postulé au départ qu'il puisse permettre l'entrée des 
esters de cholestérol des HDL, menant à la formation des cellules spumeuses, des 
études ultérieures ont plutôt démontré qu'il entraîne l'efflux de cholestérol libre 
des macrophages vers les HDL et l'initiation du processus de transport inverse de 
cholestérol. En effet, dans les macrophages, le SR-BI est impliqué dans les 
processus d' efflux de cholestérol lorsque le gradient est favorable [210]. 
L'inactivation du SR-BI des macrophages entraîne le développement de 
l'athérosclérose chez les souris déficientes en apo E, et ce en l'absence de 
changement au niveau des lipides plasmatiques, des sous-populations de HDL et 
de l'effluX: de cholestérol [211]. Par contre, chez les souris SR-BI-/-, aucune 
différence dans l'export de cholestérol des macrophages aux HDL n'a été notée, 
comparativement aux souris normales [211,212]. Toutefois, les macrophages 
1774 surexprimant de manière stable le SR-BI exportent plus de cholestérol que 
leurs contrôles [213]. Des études supplémentaires sont nécessaires pour établir 
les fonctions exactes de ce transporteur dans les échanges de cholestérol des 
macrophages. 
Au niveau des cellules endothéliales vasculaires, le SR-BI sert, entre 
autres, à maintenir l'intégrité de la eN OS par sa liaison aux HDL [86]. En effet, 
des travaux indiquent que les HDL causent une grande activation de la eN OS et 
que cet effet est induit dans les cavéoles cellulaires par le SR-BI, dans un 
processus nécessitant sa liaison à l'apo A-l, suivie d'une phosphorylation de la 
eNOS par la protéine kinase C [86,214]. Par contre, le rôle de SR-BI dans le 
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transport de cholestérol des cellules endothéliales vasculaires n'est pas encore 
connu. 
1.2.3.1.3 «Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1» (LOX-
1) 
Le «Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 » (LOX-1) 
est un récepteur éboueur pour les LDL oxydées présent sur les cellules 
endothéliales vasculaires. Le LOX-1 peut reconnaître une variété de 
macromolécules, incluant les LDL modifiées, les plaquettes activées, les cellules 
apoptotiques ou âgées, les bactéries, ainsi que les produits terminaux avancés de 
glycation. Malgré leur utilité semblable, le LOX-1 ne partage pas d'homologie 
structurale avec les autres récepteurs éboueurs. Le LOX -1 consiste en une 
glycoprotéine membranaire de type II appartenant à la famille des lectines de type 
C. Ce récepteur est composé de quatre régions fonctionnelles: un domaine 
intracellulaire N-terminal, un domaine transmembranaire hydrophobe, un 
domaine de connection et un domaine «type-C lectin-like domain» qui est 
hautement conservé entre les espèces et qui constitue l'unité fonctionnelle pour la 
reconnaissance des ligands[127]. li est traditionnellement reconnu que le LOX-l 
existe et fonctionne comme un monomère, mais il a aussi été démontré qu'il peut 
se présenter comme un dimère ou un oligomère. Le LOX-l est présent dans 
l'endothélium des artères coronaires et une très faible quantité a été identifiée 
dans les macrophages, les plaquettes et les cellules musculaires lisses [127]. 
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Le LOX-l est considéré comme le récepteur majeur des oxLDL sur les 
cellules endothéliales des artères, desquels il reconnaît la partie protéique. TI agit 
comme un récepteur de surface pour l'endocytose des oxLDL. ln vivo, il est 
exprimé dans les artères aortiques, carotidiennes et thoraciques, ainsi qu'au 
niveau des artères et des veines coronaires. Son expression est augmentée dans 
les conditions pathologiques affectant le système vasculaire, comme 
l'hypertension, le diabète et l'athérosclérose. Des analyses fonctionnelles ont 
révélé que le LOX-l supporte la liaison, l'internalisation et la dégradation 
protéolytique des oxLDL. TI semble que sa plus grande affinité soit pour les LDL 
moyennement modifiées [215]. 
L'expression de LOX-l est relativement faible dans les cellules 
endothéliales au niveau basal, mais elle peut être induite in vitro par les cytokines 
pro-inflammatoires et des peptides vasoconstricteurs, et in vivo dans les 
conditions pro-athérogènes comme l'hypertension, le diabète et les 
hyperlipidémies. Dans les cellules endothéliales en culture, l'expression de LOX-
1 est augmentée par ses ligands, les oxLDL. Ces derniers amplifient tant 
l'expression génique que protéique de LOX -1, suggérant une régulation 
transcriptionnelle. Les LDL natives n'ont par contre aucun effet sur son 
expression. Dans les modèles de cellules endothéliales vasculaires, l'induction de 
l'expression de LOX -1 par des stimuli variés stimule l'incorporation des oxLDL 
dans les cellules, entraînant une activation cellulaire, la dysfonction et le 
dommage endothélial [216]. En ce sens, il a été démontré que la liaison des 
oxLDL au LOX-I induit la génération d'anions superoxydes et active le NF-kB 
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des cellules endothéliales [217]. De plus, il est suggéré que l'activation de LOX-
1 diminue le relâchement du NO, non seulement en augmentant son catabolisme, 
mais aussi en atténuant l'activité de la eNOS [218]. L'activation de LOX-l dans 
les cellules endothéliales induit aussi l'expression de l' endothéline-l, de la E-
sélectine, de la P-sélectine, de la VCAM-l, de la ICAM-l et de la MCP-l [219-
221]. 
Des modèles in vitro ont permis de démontrer que le LOX-l peut capter 
les leucocytes et les plaquettes, ce qui peut en faire une nouvelle molécule 
impliquée dans le recrutement cellulaire et dans le processus inflammatoire de 
l'athérosclérose [222]. 
1.2.3.2 Efflux de cholestérol 
Le principal mécanisme par lequel les macrophages se débarrassent de 
leur excès en cholestérol est son efflux vers les accepteurs dans le fluide 
interstitiel, initiant le processus de transport inverse, critique pour débarrasser les 
sites périphériques en cholestérol. 
L'efflux de phospholipides et de cholestérol des macrophages est facilité 
par au moins trois mécanÏsmes en plus du processus de diffusion passive entre les 
membranes. Un mécanisme majeur dépend de la présence des particules 
réceptrices lipophiles contenant l'apo A-l, impliquant l'ABCAl. Le deuxième 
mécanisme consiste en un processus d' efflux en absence d'accepteur 
lipoprotéique, indépendant de l'ABCAl, qui pourrait impliquer d'autres 
transporteurs protéiques, comme l' ABCG 1 ou l' ABCG4. Un troisième 
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mécanisme par lequel les cellules de la périphérie peuvent éliminer le cholestérol 
implique la génération mitochondriale d'oxystérols, ces derniers activant la 
transcription de l'ABCAl. La formation de ces oxystérols constitue un 
mécanisme significatif par lequel les macrophages peuvent éliminer l'excès de 
cholestérol via sa sécrétion aux particules de HDL [223]. 
1.2.3.2.1 «ATP-Binding cassette transporter Al» (ABCAl) 
Les transporteurs ABC sont des protéines membranaires qui utilisent 
l'adénosine triphosphate (ATP) comme source d'énergie afin de transporter des 
substrats variés à différents compartiments cellulaires dans un processus 
consommant de l'énergie. lis font partie d'une grande famille qui inclut 49 
transporteurs et qui est divisée en huit sous-familles basées sur leurs séquences en 
acides aminés. Les transporteurs ABC présentent deux domaines 
transmembranaires et des domaines de liaison aux nucléotides qui interagissent 
avec l'A TP et qui contiennent deux motifs caractéristiques Walker A et Walker 
B. Par contraste, les demi-transporteurs ne contiennent qu'un seul domaine 
transmembranaire et un feuillet de liaison aux nucléotides, mais ils peuvent se 
combiner en hétérodimères ou en homodimères pour former des transporteurs 
fonctionnels [224,225]. 
Un de ces transporteurs, l'ABCAl, est muté dans la maladie de Tangier, 
un syndrome rare dans lequel les patients présentent des niveaux de HDL 
circulatoires très bas, des taux élevés de TG, une augmentation du catabolisme de 
l'apo A-I faiblement lipidée, ainsi qu'une accumulation de cellules spumeuses à 
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plusieurs sites dans l'organisme [226]. Ce défaut génétique souligne le rôle 
central de l' ABCA 1 dans la production des HDL par le foie et l'intestin, dans 
l'extraction du cholestérol des macrophages et dans la prévention de 
l'athérosclérose [224,227]. Dans les fibroblastes normaux exposés à l'apo A-l, il 
y a efflux de cholestérol et de phospholipides, entraînant la formation de 
particules de HDL naissantes [228] . Par contre, les fibroblastes des patients 
souffrant de la maladie de Tangier n'effectuent pas cet efflux de cholestérol et de 
phospholipides aux particules de HDL [226]. De plus, chez les sujets avec 
maladie de Tangier, des gouttelettes d'esters de cholestérol s'accumulent au 
niveau du foie, de l'intestin et des macrophages [226]. 
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Figure 20: L' ABCA 1 est un transporteur de phospholipides et de cholestérol 
constitué de deux domaines transmembraires et de domaines de liaison aux 
nucléotides qui interagissent avec l'A TP et qui contiennent deux motifs 
caractéristiques Walker A et Walker B. 
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L'ABCAI joue aussi un rôle dans l'absorption intestinale de cholestéroL 
Les drogues qui augmentent l'expression de l'ABCAI inhibent l'absorption de 
cholestérol de la lumière intestinale aux cellules épithéliales intestinales [229]. 
Cette observation suggère que l'ABCAI agit au niveau du pôle apical des cellules 
épithéliales pour rejeter le cholestérol vers la lumière intestinale. Par contre, une 
étude plus récente montre qu'une ablation tissulaire de l'ABCAI n'entraine pas 
d'effet sur l'absorption intestinale de cholestérol [230]. Une autre hypothèse 
stipule donc que l'ABCAI pourrait se trouver sur le côté basolatéral des 
entérocytes et agir comme transporteur de cholestérol vers la circulation 
sanguine, comme il le fait dans les hépatocytes [231]. 
Les macrophages expriment de hauts niveaux d' ABCAI, qui est activé par 
le facteur de transcription LXR. Le rôle de l' ABCA 1 macrophagique dans 
l'athérosclérose a été examiné chez les souris déficientes pour le gène, 
spécifiquement au niveau des macrophages. Cette déficience a eu un impact 
minime sur les niveaux de HDL circulatoires, ce qui montre l'importance 
primaire de l'ABACI hépatique et intestinal dans la production de HDL [232]. 
Par contre, lorsque ces souris ont aussi subi une délétion du récepteur de LDL, 
elles' ont souffert d'une augmentation de plus de 60% des lésions athéromateuses, 
soulignant la protection de l'ABCAI des macrophages, et ce même sans 
changement des niveaux de HDL sanguines [233]. 
L'expression de l'ABCAI est augmentée lors de la différentiation des 
monocytes en macrophages et dans les macrophages chargés en lipides [227]. 
Dans les macrophages normaux, les agonistes de PP ARa et PPARy augmentent 
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l'expression d' ARN m et l'efflux de cholestérol vers l'apo A-l, alors qu'aucun 
effet n'est observé dans les macrophages provenant de sujets avec la maladie de 
Tangier [234]. L'INF-y supprime l'expression de l'ABCAl, réduisant ainsi 
l'efflux de cholestérol vers l'apo A-l, dans les macrophages de souris et les 
cellules spumeuses [235]. 
li n'est pas encore clair si l' ABCA 1 transporte activement tant le 
cholestérol que les phospholipides. Plusieurs expériences démontrent des efflux 
de cholestérol et de phospolipides non appariés. Dans une étude, un inhibiteur de 
la protéine kinase A (PKA) a bloqué l'efflux de cholestérol, mais non celui des 
phospholipides [236]. Une déplétion des membranes en cholestérol par 
l'utilisation d'un accepteur artificiel de cholestérol, la cyclodextrine, a aboli 
l'efflux de cholestérol induit par l'ABCAl, mais non celui des phospholipides 
[237]. Ces résultats indiquent que l'ABCAl permet la sortie des phospholipides 
et que celle du cholestérol se produit indirectement. Ainsi, l'ABCAI pourrait 
être en mesure de se lier aux deux types de lipides, mais ne faire le transport actif 
que des phospholipides [224]. 
li a aussi été suggéré que l' ABCA 1 travaille de manière séquentielle, 
stimulant premièrement l'efflux de phospholipides à l'apo A-I pour générer un 
accepteur capable de recevoir le cholestérol. Le transfert de cholestérol 
subséquent pourrait requérir la présence d'autres transporteurs comme l' ABCG 1 
ou le SR-BI. De plus, l'ABCAI pourrait être active au niveau de la membrane 
plasmatique comme une translocase de lipides, ou bien travailler au niveau 
interne en stimulant le transport intracellulaire de cholestérol à la membrane 
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plasmatique. Des études ont démontré une interaction physique étroite 
entre l'ABCAI et Papo A-l, mais il n'a pas été directement prouvé qu'une 
interaction est nécessaire pour qu'il y ait efflux [238]. TI a aussi été suggéré que 
l'efflux de cholestérol dépendant de l'ABCA1 se produit par endocytose de Papo 
A-I et aussi qu'une ABCAI interne pourrait être requise pour effectuer l'efflux de 
cholestérol à partir des réserves intracellulaires [208,239]. 
La transcription du gène abcal et l'expression de la protéine à la surface 
. des cellules sont étroitement contrôlées par une stimulation de la charge cellulaire 
en cholestérol [240]. Cette réponse est faciliée par le récepteur nucléaire « Liver 
X Receptor» (LXR) et est renversée lorsque les cellules sont déplétées en 
cholestérol par l'incubation avec les HDL. La régulation de ce facteur de 
transcription est discutée en détail dans une section ultérieure de cette thèse. En 
plus de la régulation par les stérols, l'expression de l'ABCAI est modulée par 
d'autres métabolites comme les agonistes des PPARs et l'IFN-y. L'ARNm et la 
protéine ABCAI sont très instables, ce qui indique que les processus de 
transcription et de traduction sont deux facteurs importants pour assurer son 
expression constante et inductible [223]. 
Dans les macrophages de souris (mais non humains), l'expression de 
l' ABCA 1 est induite par des analogues de l'adénosine monophosphate cyclique 
(AMPc) [241]. Cette réponse est médiée par une séquence cible dans le « AMPc 
responsive-element-binding protein » (CREB) au niveau de l'intron 2 du gène 
abcal [242]. Le gène humain de l'ABCAI ne répond pas à l'AMPc, à cause 
d'une insertion de huit paires de bases dans l'intron 2. En plus d'activer la 
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transcription du gène de r ABCAl, r AMPc augmente aussi la phosphorylation de 
la protéine à travers r activation de la PKA, étant donné que r ABCA 1 est 
phosphorylée de manière constitutive par le PKA [243]. Au niveau des 
macrophages THP-l, les oxLDL stimulent l'expression de l'ABCAI par 
l'activation du dimère LXRJRXR [244]. 
La quantité protéique d'ABCAI est aussi sujette à régulation. Le «turn-
over» de l'ABCAI est rapide (demi-vie d'environ 1 heure) et sa liaison à l'apo A-
I réduit sa dégradation [237,245]. De plus, l'ABCAI peut subir une dégradation 
protéolytique à travers une protéase [245]. In vitro, la supplémentation des 
macrophages avec des acides gras mono- et polyinsaturés, mais non avec des 
acides gras saturés, accélère la dégradation de l' ABCA 1 et supprime l'efflux de 
cholestérol et de phospholipides dépendant de l'apo A-I [246], ce qui est corrélé à 
une augmentation de la phosphorylation des sérines de l'ABCAl. 
L'ABCAI est exprimée au niveau des cellules endothéliales vasculaires et 
sa surexpression dans des modèles cellulaires a permis de prévenir l'accumulation 
de cholestérol par l'augmentation de son efflux cellulaire [247]. L'expression 
d'ABCAI dans ces cellules est stimulée par les LDL et les oxystérols, mais est 
diminuée par la déprivation de stérols et le flux oscillatoire [247,248]. Les 
oxLDL diminuent la transcription du gène abcal via le LXR [249]. Le facteur de 
transcription «Sterol regulatory element binding protein» (SREBP)-2 peut aussi 
inhiber la transcription d'ABCAI dans les cellules endothéliales vasculaires: un 
flot oscillatoire important cause l'activation de la SREBP-2 et l'inhibition de 
l'ABCAI [248]. 
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Dans les cellules endothéliales vasculaires, malgré la démonstration d'une 
régulation de l'ABCAl, son rôle dans l'efflux de cholestérol aux HDL n'a pas été 
caractérisé [214]. li a toutefois été proposé qu'elle puisse participer au processus 
de transcytose de l'apo A-I à travers l'endothélium vasculaire [250]. Des 
recherches plus poussées sont nécessaires pour établir un portrait clair de son rôle 
dans le transport de cholestérol des cellules endothéliales vasculaires. 
1.2.3.2.2 «ATP-Rinding cassette transporter G1» (ARCG1) 
Au ni veau des macrophages, l' ABCG 1 répond aussi aux changements du 
statut en cholestérol cellulaire, suggérant un rôle dans son transport. L' ABCG 1 
est un membre de la sous-famille des demi-transporteurs ABC ne contenant qu'un 
domaine de liaison à l'A TP et un simple domaine transmembranaire à 6 hélices. 
Tout comme l' ABCA 1, l'expression de l' ABCG 1 est détectée dans tous les 
tissus, mais de manière prédominante dans les macrophages, les cellules 
endothéliales et les lymphocytes [251]. 
La suppression par vecteur anti-sens de l' ABCG 1 dans les macrophages 
humains a entraîné une réduction de l'efflux de cholestérol aux HDL3 [227]. La 
surexpression de l' ABCG 1 stimule par contre l' efflux de cholestérol aux HDL 
[252-255]. li semble que l'activité de l' ABCG 1 soit distincte, quoiqu'elle 
complémente celle de l'ABCAl ; alors que l'ABCAl exporte le cholestérol à 
l'apo A-l, mais peu aux HDL, l' ABCG 1 ne fonctionne pas en présence 
d'apoliprotéine sans lipides [252,254,255]. La capacité de l' ABCG 1 à faire la 
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sortie de lipides n'est pas claire: certains auteUrs rapportent un efflux de 
phospholipides dépendant de l'ABCG1 [227,252], alors que d'autres le refutent 
[251]. Un modèle d'efflux des lipides propose que l'ABCA1 permette la 
lipidation initiale de l'apo A-I sans lipides afin de générer le pré-~-HDL, qui 
deviendrait alors un substrat pour le transport de cholestérol induit par l' ABCG 1. 
De plus, le contrôle de son expression ressemble à celui de l'ABCAl. Dans les 
macrophages humains, il est induit par la différentiation cellulaire [227], le 
chargement en cholestérol [227,256] et les ligands aux LXRs [256]. 
La délétion du gène abcgl chez la souris transgénique entraîne des 
dépositions massives de lipides neutres et de phospholipides au niveau du foie, 
des poumons et des macrophages tissulaires [251]. Les animaux surexprimant 
l' ABCG 1 humain se sont avérés protégés contre les accumulations lipidiques 
induites par la diète [251]. L'homodimérisation de l'ABCG1 a déjà été 
démontrée [254], mais il est aussi possible qu'elle interagisse avec un autre demi 
transporteur, comme l'ABCG4, car ces protéines sont toutes deux exprimées dans 
les mêmes tissus [257]. 
L' ABCG 1 est aussi exprimée sur les cellules endothéliales vasculaires et 
cette expression est modulable par le contenu en cholestérol et en oxystérols. li 
est postulé que, dans ces cellules, l' ABCG 1, par la voie du LXRlRXR, puisse 
entraîner l'efflux cellulaire de cholestérol aux HDL, mais non à l'apo A-I [214]. 
Cette implication demeure encore controversée [258], quoique peu d'études s'y 
soient consacrées. 
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1.2.3.2.3 Apolipoprotéine E 
L'apo E est une apolipoprotéine majeure des résidus de chylomicrons, des 
VLDL et des LDL et elle favorise leur enlèvement dans la circulation. L'apo E 
est aussi présente dans certaines sous-populations de HDL. Elle fonctionne 
comme un antioxydant, possède des effets anti-inflammatoires et anti-
prolifératifs, ce qui contribue à ses propriétés athéroprotectrices. 
L'apo E est sécrétée par le foie mais aussi par les macrophages. 
L'expression de l'apo E spécifique aux macrophages diminue la grosseur des 
plaques d'athéromes en l'absence de changements majeurs dans les lipides 
plasmatiques. L'expression de l'apo E est augmentée par la différentiation des 
monocytes en macrophages, par le chargement en cholestérol et par les cytokines 
inflammatoires [259]. L'apo E participerait aussi au transport intracellulaire de 
cholestérol dans les macrophages, car lorsqu'un accepteur de cholestérol est 
présent, comme les HDL ou l'apo A-l, l'apo E endogène augmente l'efflux de 
cholestérol de manière marquée, probablement en coopération avec l'ABCAI. 
[259]. Jusqu'à présent, les mécanismes par lesquels l'apo E endogène des 
macrophages stimule l'efflux de cholestérol demeurent obscurs, mais ils 
pourraient impliquer la mobilisation du cholestérol intracellulaire et la facilitation 
de sa sécrétion [260]. 
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Figure 21. Récepteurs de cholestérol des macrophages 
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Figure 21 : Certains des récepteurs de cholestérol présents sur les macrophages: 
la CD36 capte les oxLDL ; l' ABCA 1 permet l'efflux de cholestérol libre ; le SR-
BI est impliqué dans l'entrée des esters de cholestérol et les échanges 
bidirectionnels de cholestérol libre. 
1.2.4 Facteurs de transcription impliqués dans le métabolisme 
lipidique 
1.2.4.1 «Peroxisome Proliferator-Activated Receptors» (PPARs) 
Les «Peroxisome Proliferator-Activated Receptors» (PPARs) ont été 
découverts en 1990 et identifiés comme des joueurs clefs dans la réponse aux 
«peroxisome proliferators ». Les péroxisomes consistent en des organelles 
intracellulaires impliquées dans le retrait des molécules d'oxygène. Chez les 
rongeurs, la prolifération des peroxisomes se produit en réponse à J'activation de 
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certains récepteurs nucléaires par des molécules spécifiques, les «peroxlsome 
proliferators ». Les travaux subséquents de plusieurs équipes de recherche ont 
permis de constater la présence des PPARs chez l'humain ainsi que leur rôle dans 
le métabolisme lipidique et lipoprotéique, dans l'homéostasie du glucose et dans 
la différentiation cellulaire [261]. lis ont aussi été impliqués dans le 
développement du cancer et le contrôle des réponses inflammatoires [262]. 
Les PPARs consistent en une sous-famille de la grande famille des 
récepteurs nucléaires. Trois pp ARs distincts nommés pp ARa, pp AR8 (ou 
PPAR~) et PPARy sont codés par des gènes différents et se caractérisent par leur 
distribution tissulaire et leurs rôles spécifiques. Les PPARs sont des facteurs de 
transcription activés par leurs ligands qui contiennent des éléments structuraux 
communs, incluant un domaine de liaison au ligand et un domaine de liaison à 
l'acide désoxyribonucléique (ADN). À la suite de l'activation par les ligands, les 
pp ARs forment un complexe hétérodimère avec un autre récepteur nucléaire le 
« Retinoic X Receptor »(RXR). Ce complexe se lie aux éléments de réponse des 
pp ARs sur le promoteur de gènes cibles spécifiques, les «PP AR Response 
Elements» (PPREs) localisés sur le promoteur des gènes cibles, modulant ainsi 
leur expression [261,263,264]. 
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Figure 22. Régulation transcriptionnelle par les PPARs 
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Figure 22: À la suite de leur activation par un ligand, les PPARs forment un 
complexe hétérodimère avec le RXR. Ce complexe se lie aux PPREs sur le 
promoteur de gènes cibles spécifiques, activant ainsi leur expression. 
Les PPARs peuvent aussi réprimer la transcription génique en interférant 
de manière négative avec les voies de signalisation de NF-KR, «Signal 
transducers and activators of transcription» (ST A T), AP-1 et «CCAA T/enhancer 
binding protein» (CIEBP), d'une manière indépendante de la liaison à l'ADN, 
probablement par une combinaison d'interactions protéiques qui préviennent leur 
liaison sur leurs gènes cible. Cette transrépression de l'activité constitue un 
mécanisme de base par lequel les pp ARs exercent leurs effets anti-inflammatoires 
[261]. De plus les PPARs induisent l'expression du IKR qui est l'inhibiteur 
majeur de la voie du NF-KR [265]. 
3' 
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1.2.4.1.1 PPARa 
Le PPARa est exprimé dans une grande variété de tissus comme le cœur, 
le foie, l'intestin, les reins, le tissu adipeux, le muscle squelettique et les cellules 
vasculaires. Il joue un rôle très important dans le catabolisme des acides gras et 
le métabolisme lipidique. Ses cibles moléculaires comprennent les enzymes 
impliquées dans l'activation de la ~-oxydation des acides gras et l'expression des 
apolipoprotéines (apo A-l, apo A-II, apo C-III). Les ligands spécifiques naturels 
au PPARa incluent les éicosanoïdes dérivés de l'acide arachidonique à travers la 
voie de la lipoxygénase, comme l'acide 8-S-hydroxyéicosatétraenoïque (8S-
HETE) et le leucotriène B4 (LTB4), ainsi que les phospholipides dérivés des 
oxLDL et certains acides gras à longue chaîne. Ses ligands synthétiques sont les 
fibrates, des dérivés de l'acide fibrique [263,266]. Le PPARa stimule le 
catabolisme hépatique des acides gras, mais participe aussi au métabolisme des 
HDL en augmentant l'expression de certains gènes comme ceux de l'apo A-l, de 
l'apo A-II, du SR-BI, de l'ABCAI et de la lipoprotéine lipase [126]. 
Les fibrates sont utilisés en clinique comme drogues hypolipidémiantes. 
Ils diminuent efficacement les niveaux de triacylglycérols sanguins, augmentent 
les concentrations de HDL-cholestérol et sont sans effet significatif sur les 
niveaux de cholestérol total. Le PPARa permet l'action des fibrates sur les 
niveaux de triacylglyc:érols en augmentant l'expression du gène de la lipoprotéine 
lipase et en diminuant les niveaux d'apo C-II, ce qui entraîne la stimulation de 
l'activité lipolytique. De plus, plusieurs gènes impliqués dans les voies 
métaboliques de l'oxydation des acides gras, comme les voies de ~- et de (t)-
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oxydation, présentent un PPRE dans leur région promotrice et peuvent être 
stimulés par les fibrates [261]. 
1.2.4.1.2 PPARy 
Le pp ARy est principalement exprimé au niveau des adipocytes, du 
pancréas, du muscle squelettique, des cellules vasculaires, des macrophages, des 
cellules T, des neutrophiles, des cellules épithéliales et des cellules musculaires 
lisses. Le PPARy est un régulateur clef du syndrome métabolique, incluant le 
diabète et l'obésité, et est un facteur de transcription impliqué dans la 
différentiation des adipocytes. Ses actions contribuent à l'augmentation de la 
synthèse des triacylglycérols et à leur accumulation dans les tissus adipeux [265]. 
11 influence aussi le métabolisme lipidique par le biais de gènes cibles comme 
ceux de la HMG-CoA synthétase, l'apo A-I et la lipoprotéine lipase. Ses ligands 
naturels comprennent les métabolites de l'acide arachidonique dérivés des voies 
de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase, comme le «15-deoxy-.6.-12,14-
prostaglandin J2» (l5d-PGJ2) et le 15-HETE et les composés dérivés des acides 
gras contenus dans les oxLDL, comme l'acide 9-hydroxyoctadécadiénoïque (9-
HODE) et l'acide 13-hydroxyoctadécadiénoïque (13-HODE). 
Les thiazolidinediones (TZDs) sont des ligands synthétiques de haute 
affinité pour le PPARy. Ces molécules, qui inculent la troglitazone et la 
rosiglitazone, sont de solides agonistes de PPARy [266,267] et ces drogues sont 
utilisées dans le traitement du diabète de type II. Les TZDs sont considérées 
comme des sensibilisateurs de récepteur de l'insuline, car elles augmentent la 
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captation du glucose de manière dépendante de l'insuline dans le muscle 
squelettique. Elles diminuent aussi les triacylglycérols plasmatiques et les 
niveaux d'acides gras libres en augmentant leur catabolisme par l'expression du 
gène de la lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux [261,268]. 
1.2.4.1.3 PPARÔ 
Le PPARo, aussi nommé pp AR~, est exprimé dans les tissus de manière 
ubiquitaire. Aucune drogue connue n'a jusqu'à maintenant été identifiée comme 
cible de ce récepteur nucléaire et ses rôles physiologiques spécifiques demeurent 
obscurs. li est par contre suggéré que les acides gras natifs et modifiés 
constituent des ligands endogènes de PPARo, en plus des prostaglandines, 
comme le PGJ2, et du ligand synthétique carbaprostacycline [265]. 
L'identification d'agonistes synthétiques a permis d'améliorer les 
connaissances sur les fonctions de pp ARo. Certaines études ont associé le 
PPARo au contrôle des niveaux de HDL. Par exemple, l'administration d'un 
agoniste à des singes rhésus obèses a augmenté de manière dramatique les 
niveaux de HDL-cholestérol, a diminué ceux de LDL-cholestérol et réduit les 
niveaux de triacylglycérols à jeun [269]. Le mécanisme proposé par les auteurs 
implique l'induction de l'expression de l'ABCA1 et du transport inverse de 
cholestérol. Les souris qui présentent une délétion de PPARo sont viables, mais 
ont une faible masse adipeuse, des défauts de myélination au cerveau, sans 
toutefois exhiber des altérations significatives des niveaux de HDL-cholestérol ou 
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de triacylglycérols [270,271]. Des travaux ont aussi montré que le PPARÔ 
module l'oxydation des acides gras et l'utilisation de l'énergie dans de multiples 
tissus incluant le tissu adipeux brun [272] . Ainsi, les ligands de PPARÔ 
pourraient promouvoir l'utilisation des graisses et de ce fait protéger contre le 
développement de l'obésité [273] . 
'. 
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Figure 23. Régulations et fonctions des PPARs 
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Figure 23 : L'activation de PP ARa par ses ligands joue un rôle très important 
dans le catabolisme des acides gras et le métabolisme lipidique. L'activation de 
PPARy contribue à l'augmentation de la synthèse des triacylglycérols, à leur 
accumulation dans les tissus adipeux, à la différentiation des adipocytes et il 
constitue un régulateur de l'homéostasie glucidique et insulinique. Les rôles de 
PPARÔ demeurent peu définis, mais il pourrait moduler l'oxydation des acides 
gras et l'utilisation d'énergie par les tissus. 
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1.2.4.1.4 PPARs et athérosclérose 
Tous les PP ARs sont exprimés dans les principaux constituants cellulaires 
de la paroi artérielle (cellules endothéliales, CML, monocytes/macrophages) ainsi 
que dans les lésions athéromateuses humaines [274]. Le traitement avec les 
fibrates diminue la progression des lésions tant chez les humains que dans les 
modèles animaux. De plus, la troglitazone inhibe la prolifération des cellules 
musculaires lisses et diminue l'épaisseur de l'intima et de la média au niveau ses 
artères carotidiennes humaines [261]. Ces observations cliniques confirment le 
rôle des PPARs dans l'inhibition du développement de l'athérosclérose. 
1.2.4.1.4.1 PPARa et athérosclérose 
De manière générale, les activateurs de PPARa réduisent le risque de 
développer l'athérosclérose et la mortalité cardiovasculaire, leurs effets étant de 
diminuer les triacylglycérols sanguins et d'augmenter les niveaux de HDL-
cholestérol. Le PPARa exerce aussi d'autres influences directes sur les cellules 
de la paroi vasculaire, avec un impact sur la formation des lésions. Un des effets 
principaux de l'activation de PPARa au niveau des cellules de l~ paroi vasculaire 
est de stimuler l'efflux de cholestérol dépendant de l'apo A-I par l'augmentation 
de l'ABCAl, via l'induction du LXRa [234,273,275,276]. De plus, dans les 
macrophages humains, les activateurs de PPARa induisent l'expression du SR-BI 
qui lie les HDL avec haute affinité [206]. Aussi, les fibrates augmentent 
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l'expression de la LPL dans le foie [277], ce qui permet la lipolyse et la formation 
des pré-~-HDL. 
Les agonistes de PP ARa possèdent aussi des propriétés anti-
inflammatoires. L'activation de PP ARa inhibe la production de marqueurs des 
réponses inflammatoires, comme l'endothéline-l, la ICAM-I et la VCAM-I au 
niveau des cellules endothéliales, ainsi que du facteur tissulaire, de la MMP-9, et 
du TNF-a dans les macrophages [278]. L'expression du facteur tissulaire dans les 
monocytes/macrophages, qui est un contributeur majeur de la thrombogenèse, est 
aussi diminuée par le PPARa [279,280]. Dans les cellules musculaires lisses, 
l'activation de PPARa par les fibrates interfère de manière négative avec le NF-
K:B et inhibe la sécrétion d'IL-6 stimulée par l'IL-l et la transcription génique de 
la COX-2 [281,282]. L'activation de PPARa inhibe aussi l'endothéline-l, un 
inducteur potentiel de la prolifération des CML [279]. Dans l'ensemble, ces 
observations soulignent le rôle anti-inflammatoire de PPARa sur les différents 
types cellulaires de la paroi artérielle. 
1.2.4.1.4.2 PPARyet athérosclérose 
Quoiqu'il soit exprimé principalement dans le tissu adipeux, le pp ARy est 
aussi retrouvé au niveau de l'endothélium vasculaire, des macrophages et des 
cellules musculaires lisses [283]. De plus, sa stimulation entraîne des effets 
autres que ceux associés au métabolisme du glucose et des lipides. Les ligands 
des PPARy inhibent le processus d'athérosclérose par l'amélioration de la 
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fonction endothéliale, l'atténuation de la migration et de la croissance des cellules 
vasculaires, l'inhibition des voies majeures impliquées dans l'inflammation 
vasculaire et l'augmentation du transport inverse du cholestérol [283]. 
Le traitement avec les TZDs diminue la formation de lésions dans les 
modèles animaux d'athérosclérose diabétiques [284,285] et non diabétiques 
[286,287], en plus de réduire l'épaississement de la lumière artérielle [288] et la 
pression sanguine des patients diabétiques [289]. La troglitazone et la 
rosiglitzone améliorent la vasodilatation endothéliale chez les humains [290] et 
chez les rats Zucker [291]. La rosiglitazone a permis de réduire le stress oxydatif 
vasculaire et d'améliorer la dysfonction endothéliale dans un modèle de souris 
diabétiques et ce en absence d'effets métaboliques significatifs [292]. 
li a initialement été rapporté que la stimulation de pp ARy induit 
l'expression génique de la CD36 et l'accumulation de lipides dans les 
macrophages, ce qui a entraîné des questionnements sur les effets anti-
athérogènes des TZDs [293]. Par contre, les études révèlent que le 
développement des cellules spumeuses ne nécessite pas l'activation de PPARy 
[276] et que, de manière globale, ses agonistes diminuent l'athérosclérose dans 
les modèles animaux [284,287,294,295]. Ceci peut s'expliquer par le fait que le 
PPARyactive la transcription du LXRa, ce qui induit l'expression de l'ABCA1 
et l'efflux de cholestérol aux particules contenant l'apo A-I [234,296]. Le PPARy 
augmente aussi l'expression de l' ABCG 1, qui pourrait aussi permettre le 
processus d'efflux de cholestérol [297]. De plus, le PPARy diminue l'expression 
des SRA, tout comme le PPARa [266]. Tant les activateurs de PPARa que 
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PPARy augmentent l'expression de SR-BI [206] et de l'ABCAl dans les 
macrophages humains. Ainsi, l'activation de PPARy dans les macrophages 
inhibe la formation des cellules spumeuses par une élévation de l' efflux de 
cholestérol, malgré l'augmentation de la captation des oxLDL [298]. li semble 
donc que l'impact global de PPARy au niveau des macrophages soit 
athéroprotecteur . 
Dans les cellules endothéliales vasculaires, les glitazones inhibent 
l'expression de la MCP-l et de l'endothéline-l[299]. Aussi, l'activation de 
PPARy supprime l'induction des molécules d'adhésion ICAM-1 et VCAM-1, 
ainsi que les interactions entre les leucocytes et l'endothélium [299,300]. 
Les ligands de PPARy inhibent la croissance des cellules musculaires 
lisses, ainsi que la migration des CML, des cellules endothéliales vasculaires et 
des monocytes [274,301], ce qui freine la formation d'une néointima par les CML 
[302], empêche l'angiogenèse par les cellules endothéliales [303] et prévient 
l'infiltration des monocytes [304]. 
In vitro, les agonistes de PPARy suppriment le relâchement par les 
monocytes de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a, l'IL-l et l'IL-6 
[266]. Les ligands de PPARy inhibent l'induction de la iNOS, de la MMP-9 et 
des SRA dans les macrophages par l'inhibition des facteurs de transcription AP-
l, NF-kB et STATI [261]. Chez les souris déficientes pour le récepteur de LDL, 
l'administration de ligands synthétiques de PPARy a permis de réduire le 
développement de l'athérosclérose, ce qui s'est avéré associé à la réduction de 
certains marqueurs inflammatoires comme le TNF-a et la MMP-9 [273]. De 
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plus, des études suggèrent que des agonistes des PPARyabaissent l'expression de 
marqueurs d'inflammation systémique, comme la protéine C réactive (CRP), 
l'IL-6, le PAI-l et la MMP-9 [108]. Toutes ces études supportent le rôle anti-
inflammatoire de l'activation de PPARy. 
De hauts niveaux de l'inhibiteur de fibrinolyse, le PAl-l, créent un état 
favorable à la thrombose. Les taux de PAl -1 sont élevés dans le diabète de type 
II et la troglitazone s'est avérée capable de les réduire [305]. Un autre effet 
favorable des agonistes de PPARy sur les événements cardiovasculaires pourrait 
donc résider dans l'amélioration de l'état pro-thrombique. 
1.2.4.1.4.3 PPAR5 et athérosclérose 
Le rôle de PPARo dans l'athérosclérose demeure encore controversé; 
certaines études concluent à des actions pro-athérogènes et d'autres à des effets 
athéroprotecteurs. Des auteurs ont rapporté que r activation de pp ARo entraîne 
des effets similaires à ceux observés avec les ligands de pp ARy, soit 
l'augmentation de l'expression de la CD36, du LXRa. et de l'ABCAl [269,273]. 
Toutefois, d'autres ont noté que l'activation de PPARo induit l'expression de 
1'« adipose differentiation-related protein» (ADRP ou adipophiline), ce qui 
pourrait potentiellement permettre l'accumulation de triacylglycérols dans les 
macrophages [273,306]. De plus, dans les cellules musculaires lisses, le PDGF 
induit la surexpression de PPARo qui, en retour, stimule la prolifération des 
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cellules confluentes. Ainsi, il est possible que le pp ARô puisse contribuer au 
développement de l'athérosclérose en jouant un rôle sur la modulation de la 
prolifération des cellules musculaires lisses [307]. 
1.2.4.2 «Liver X Receptors» (LXRs) 
Les LXRs sont des récepteurs nucléaires activés par les oxystérols qui 
jouent un rôle central dans le contrôle du métabolisme lipidique. La sous-famille 
des récepteurs nucléaires LXR comprend deux membres: LXRa et LXR~. Les 
hétérodimères LXRlRXR se lient aux «LXR Response Elements» (LXREs) 
situés dans les promoteurs des gènes cibles. Les domaines de liaison de LXRa et 
de LXR~ partagent un haut degré de similarité dans leurs séquences et ils sont 
activés par des ligands endogènes similaires. Alors que le cholestérol comme tel 
n ~a aucun effet sur l'activité des LXRs, différentes formes de cholestérol modifié, 
les oxystérols comme le 22-(R), le 20-(S) et le 27-hydroxycholestérol, ainsi que 
les 24-(S),25-epoxycholestérol, peuvent induire l'activité transcriptionnelle des 
LXRs à des concentrations physiologiques. Le LXRa est hautement exprimé 
dans le foie, mais il est aussi retrouvé en quantités moindres dans le tissu adipeux, 
les reins, les poumons, l'intestin, la rate et les macrophages, alors que le LXR~ 
est exprimé dans l'organisme de manière ubiquitaire [273,308]. 
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1.2.4.2.1 LXRs et athérosclérose 
La balance dynamique entre l'entrée et la sortie du cholestérol dans les 
macrophages est sans aucun doute un facteur déterminant qui gouverne la 
progression de l'athérosclérose. li a été démontré que les LXRs contrôlent 
l'expression de plusieurs gènes clefs du transport du cholestérol, dont l' ABCA 1. 
Au niveau des macrophages, l'activation de l'ABCA1 par le LXRa et le LXR~ 
induit l'efflux de cholestérol vers l'apo A-I et les HDL, contribuant au transport 
inverse du cholestérol. L' AGCG 1 et l'ABCG4 ont aussi été identifiées comme 
des gènes cibles des LXRs au niveau des macrophages [256,308]. Un autre 
mécanisme par lequel les LXRs peuvent contrôler le transport inverse de 
cholestérol est son implication dans la régulation de l'expression de l'apo E : les 
ligands des LXRs augmentent l'expression de l' apo E dans les macrophages 
humains, un effet induit via deux LXREs présents dans les régions promotrices de 
son gène [309]. Fait intéressant, aucun site de liaison aux LXRs n'est présent 
dans les sections promotrices de l' apo E hépatique et cette dernière n'est pas 
modulée par l'activation des LXRs [273]. L'activation des LXRs augmente 
l'expression de SR-BI dans les hépatocytes, les cellules pré-adipocytaires [310] et 
dans les macrophages humains [311], démontrant une autre implication des LXRs 
dans le processus de transport inverse de cholestérol. 
Les oxLDL causent une élévation de l'expression de LXRa dans les 
macrophages humains THP-1 [312]. li semble que cet effet s'effectue via les 
PPARa et pp ARy. Les pp ARs peuvent donc jouer un rôle important dans 
l'activation du LXRa, mais aucune étude n'a révélé un tel mécanisme de 
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régulation pour le LXR~ [313]. D'un autre côté, dans les macrophages, la 
« sterol 27-hydrolase» (CYP27) peut modifier le cholestérol en oxystérols, qui 
sont des ligands naturels des LXRs [314,315]. 
Au niveau de la paroi artérielle, les LXRs démontrent des propriétés anti-
inflammatoires. Les agonistes des LXRs inhibent la réponse aux agents 
pathogènes bactériens et bloquent l'activation de différents gènes inducteurs 
d'inflammation dans les macrophages, comme l'IL-l~, l'IL-6, le TNF-a, la 
MMP-9, la iNOS, la COX-2 et la MCP-l [311,316]. li semble que l'activation de 
plusieurs de ces effecteurs implique la voie de NF-kB [317]. 
En contraste des effets bénéfiques des LXRs sur la sortie de cholestérol, 
leur activation augmente la synthèse des acides gras. Le LXRa stimule 
l'expression d'un isoforme de la SREBP, la SREBP-lc qui stimule la 
transcription des gènes impliqués dans la synthèse des acides gras [318]. De plus, 
les LXRs modulent indirectement l'expression de gènes lipogéniques, comme la 
«fatty acid synthase», à travers la régulation de la transcription génique de la 
SREBP-I c. En effet, les LXRs stimulent la transcription du gène srebp-l c en 
liant une séquence de reconnaissance consensus dans la région activatrice [318]. 
Les acides gras insaturés antagonisent la liaison des oxystérols aux LXRs, 
neutralisant leurs effets. li a aussi été démontré que ces acides gras interfèrent 
avec la liaison du complexe LXRaJRXR au LXRE [318,319]. 
Figure 24. Régulations et fonctions de LXR a 
Oxicized LDL 
/ 
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Figure 24 : Dans les macrophages, le LXRa contrôle l'expression de plusieurs 
gènes clefs du transport du cholestérol, dont l' ABCA 1. Les oxystérols, 
synthétisés par l'action de la CYP27, sont des ligands activateurs de LXRa. 
Cette activation entraîne l'élévation de la transcription génique d' ABCA 1 et, 
conséquement, de sa masse protéique. 
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1.2.5 Facteurs de risque de l'athérosclérose 
1.2.5.1 Résistance à l'insuline et diabète 
La progression de la résistance à l'insuline vers le diabète est parallèle au 
développement de la dysfonction endothéliale vers l'athérosclérose qui est la 
cause principale de mortalité chez les individus présentant un diabète. En effet, la 
mortalité associée aux maladies cardiovasculaires augmente de 2 fois dans les cas 
d'intolérance au glucose et de 3 à 4 fois dans les cas de diabète de type II [320]. 
De plus, à cause d'une plus grande oxydation, inflammation et thrombose, les 
plaques des patients diabétiques tendent à être plus instables, entraînant leur 
rupture et les complications cliniques [320J. 
La dysfonction endothéliale, représentée par la relaxation endothéliale 
dépendante de l'oxyde nitrique, est présente dans les modèles expérimentaux de 
diabète [321-323]. Chez les sujets sains, l'insuline augmente la vasodilatation 
dépendante de l'oxyde nitrique, mais chez les sujets résistants à l'insuline, cette 
vasodilatation endothéliale est réduite [324]. Les thérapies pharmacologiques qui 
permettent d'augmenter la sensibilité à l'insuline, comme la metformine et les 
TZD, améliorent aussi la vasodilatation endothéliale [325,326]. Dans le diabète, 
la dysfonction des cellules endothéliales est caractérisée non seulement par une 
diminution du NO, mais aussi par une augmentation de la synthèse des 
vasoconstricteurs prostanoïques et de l' endothéline-l [320]. 
Plusieurs des dérangements présents dans le diabète, comme 
l'hyperglycémie, la libération excessive d'acides gras libres et la résistance à 
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l'insuline, entraînent des anomalies de la fonction endothéliale vasculaire, ce qui 
affecte la synthèse et la dégradation du NO. L'hyperglycémie induit une série 
d'événements qui stimulent la production de dérivés réactifs de l'oxygène, 
comme les anions superoxydes qui inactivent le NO pour former le péroxynitrite. 
L'hyperglycémie peut initier ce processus en augmentant la production d'anions 
superoxydes via le transport mitochondrial d'électrons [320]. 
La production mitochondriale d'anions superoxydes augmente aussi la 
production intracellulaire de produits avancés de glycation (<< advanced glycation 
products », AGEs). Ces protéines glyquées nuisent à l'intégrité cellulaire, en 
affectant la fonction protéique et en activant le récepteur des AGEs (RAGE). De 
ce fait, les AGEs augmentent la production de dérivés réactifs de l'oxygène et 
l'activation des RAGEs induit la production enzymatique intracellulaire de 
superoxydes [320]. 
Les impacts du diabète sur la fonction vasculaire ne sont pas limités à 
l'endothélium. Des études ont démontré une augmentation des interactions des 
leucocytes aux cellules endothéliales dans les modèles animaux avec diabète et 
dans les monocytes provenant d'individus diabétiques [327]. Des niveaux élevés 
de glucose induisent aussi les molécules pro-inflammatoires TNF-a, MCP-l, NF-
kB et AP-l dans les monocytes [327]. L'hyperglycémie pourrait donc aussi 
entraîner l'activation et l'adhésion monocytaire. Le diabète stimule l'activité de 
la protéine kinase C, la production de NF-kB et la génération de radicaux libres 
dans les cellules musculaires lisses [328,329]., Les patients diabétiques tendent à 
présenter des lésions athéromateuses possédant moins de CML en raison d'une 
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plus grande apoptose, ce qui rend les lésions plus susceptibles à la rupture [330]. 
Chez les diabétiques, il y a effectivement une diminution de la production de 
collagène et une augmentation de la synthèse des MMPs par les CML, menant à 
la déstabilisation et à la rupture des plaques [331,332]. 
La fonction plaquettaire est aussi anormale dans le diabète. L'expression 
des glycoprotéines lb et lib/IlIa est élevée, ce qui augmente le facteur de von-
Willebrand plaquettaire et les interactions entre la fibrine et les plaquettes [333]. 
De plus, l'hyperglycémie change la fonction plaquettaire en altérant 
l'homéostasie du calcium, ce qui nuit à l'activation et à l'agrégation plaquettaire 
[334]. Dans le diabète, la production du PAl-l, un inhibiteur de fibrinolyse, est 
augmentée.· Ainsi, la .tendance pour l'activation et l'agrégation plaquettaire, 
, 
couplée à un profil pro-coagulant, augmente les chances de rupture des plaques 
[320]. 
1.2.5.2 Dyslipidémies athérogènes 
L'hypercholestérolémie est indéniablement un facteur de risque majeur 
dans le développement des maladies cardiovasculaires, sinon le facteur principaL 
D'autres désordres athérogènes ont aussi été identifiés, comme la baisse des taux 
sériques de HDL et l'augmentation des niveaux de triacylglycérols à jeun. En 
effet, les niveaux de cholestérol total ne prédisent pas adéquatement le risque de 
maladies cardiovasculaires, car ils constituent la somme du cholestérol transporté 
dans toutes les lipoprotéines, soit celles qui sont athérogènes (VLDL, IDL et 
LDL), mais aussi anti-athérogènes (HDL). 
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La dyslipidéllÙe athérogénique est caractérisée par l'augmentation 
plasmatique des VLDL, la présence des petites particules LDL denses et la 
dillÙnution du HDL-cholestérol. Cette triade lipidique est souvent observée chez 
les patients avec de l'athérosclérose prématurée et semble constituer un 
phénotype athérogénique typique, et ce indépendamment des concentrations 
élevées de LDL-cholestérol [126]. 
1.2.5.2.1 Hypercholestérolémie 
ParllÙ les nombreux facteurs de risque impliqués dans l'athérosclérose, 
l'hypercholestéroléllÙe est sans équivoque un facteur capital. En effet, la 
morbidité et la mortalité cardiovasculaire sont directement liées à l'augmentation 
du LDL-cholestérol, les LDL étant les lipoprotéines qui assurent à elles seules 
70% du transport de cholestérol dans la circulation sanguine [73]. Le diamètre 
des particules de LDL est l'un des facteurs limitant leur entrée dans l'intima; la 
petite taille et le haut contenu en cholestérol (LDL petites et denses) rendent les 
LDL fortement athérogènes [126]. 
De plus, l'oxydation des LDL amplifie le profil athérogène, car les oxLDL 
sont impliquées dans les mécanismes du développement de la maladie. Les 
lipides contenus dans les lipoprotéines ayant subi des dommages oxydatifs 
semblent être d'une importance centrale dans l'athérogenèse. Certaines études 
ont montré des variations dans la susceptibilité des LDL à l'oxydation ex vivo, 
même s'il n'a pas encore été prouvé que de telles variations sont associées à un 
risque accru de développer l'athérosclérose. La vitallÙne E est l'antioxydant 
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principal transporté par les LDL et pourrait être un facteur influençant la 
susceptibilité des LDL à l'oxydation [335]. 
D'autres caractéristiques des lipoprotéines comme leur taille et leur 
densité influencent aussi leur potentiel d'oxydation. Les LDL petites et denses 
sont plus susceptibles à l'oxydation que les grosses LDL. L'augmentation de la 
susceptibilité des petites particules semble être associée à l'élévation de leur 
contenu en triacylglycérols et en acides gras polyinsaturés [335]. La 
consommation d'un repas contenant des lipides oxydés ou oxydables augmente 
les concentrations en hydropéroxydes lipidiques et, dans ces conditions, les LDL 
deviennent plus sensibles à la péroxydation, à moins que la capacité antioxydante 
du plasma n'augmente [336,337]. 
1.2.5.2.2 Niveaux plasmatiques de HDL 
Une multitude d'é~udes épidémiologiques ont établi que de faibles 
niveaux de HDL·cholestérol constituent un facteur de risque indépendant pour les 
maladies cardiovasculaires. Par exemple, l'étude «Framingham Heart Study» a 
révélé qu'environ 44% des événements coronariens se produisent chez les 
personnes avec des niveaux de HDL inférieurs à 40 mg/dl (1,036 mmollL). Les 
individus ayant des HDL à moins de 35 mg/L (0,9065 mmollL) présentent un 
taux d'incidence de maladies cardiovasculaires 8 fois plus élevé comparativement 
à ceux ayant des HDL-cholestérol à des niveaux supérieurs à 65 mg/dL (1,68 
mmol/L) [91]. 
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Tel que déjà élaboré antérieurement, l'effet protecteur des HDL contre le 
développement des maladies coronariennes est complexe. li semble que les HDL 
soient bénéfiques par de multiples voies, tant par le transport inverse de 
cholestérol, que par des mécanismes anti-inflammatoires et antioxydants [91]. 
Les particules HDL varient substanciellement en taille, densité, composition et 
propriétés fonctionnelles, affectant potentiellement leur rôle dans 
l'athérosclérose. li apparaît que les grosses HDL, riches en cholestérol, sont les 
particules de HDL présentant le facteur de risque le plus élevé pour les maladies 
cardiovasculaires [338]. 
1.2.5.2.3 Hypertriglycéridémie 
li est maintenant reconnu que l'élévation des niveaux plasmatiques de TG 
constitue un risque indépendant des maladies cardiovasculaires. Cette hausse du 
risque cardiovasculaire semble être reliée aux effets athérogènes des résidus des 
lipoprotéines riches en triacylglycérols d'origine intestinale et hépatique, les 
chylomicrons et les VLDL. Ces particules résiduelles ont cédé des TG par 
l'action de la lipoprotéine lipase et ont capté les esters de cholestérol par l'action 
de laCETP. 
Une variété d'études in vitro et cliniques suggèrent que les CM post-
prandiaux et les VLDL entraînent des effets délétères sur l'endothélium. Les 
études in vitro montrent que les lipoprotéines riches en TG et leurs produits 
d'hydrolyse ont le potentiel de promouvoir la dysfonction endothéliale. 
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L'incubation des cellules endothéliales vasculaires avec ces lipoprotéines 
résiduelles, mais non avec des VLDL ou des LDL, a induit l'élévation de 
l'expression de la ICAM-l, de la VCAM-l et du facteur tissulaire [339]. Les 
évidences cliniques démontrent que ces lipoprotéines peuvent endommager 
l'endothélium par des changements dans le tonus vasculaire, en partie par la 
réduction de la production de NO. La dysfonction endothéliale induite par un 
repas riche en lipides est associée à l'élévation des concentrations de cytokines 
pro-inflammatoires et des molécules d'adhésion solubles [340]. 
1.2.5.3 Hyperhomocystéinémie 
L'homocystéine consiste en un acide aminé formé lors du métabolisme de 
la méthionine. Une fois formée, l'homocystéine peut subir une reméthylation en 
méthionine par une réaction catalysée par la méthionine synthétase, qui utilise 
l'acide méthyle tétrahydrofolique comme donneur de méthyle et la cobalamine 
comme co-facteur essentiel [341]. Certains désordres génétiques peuvent 
entraîner l'hyperhomocystéinémie, une maladie vasculaire thrombotique souvent 
fatale dès l'enfance et l'adolescence. Cette hyperhomocystéinémie sévère est 
rare. Par contre, une hyperhomocystéinémie est retrouvée chez les sujets avec 
maladies cérébrovasculaires, coronaires ou vasculaires périphériques. 
L'élévation des niveaux d'homocystéine peut être causée par des déficiences en 
acide folique, en pyridoxine ou en cobalamine. La supplémentation en ces 
nutriments permet généralement de normaliser les niveaux d'homocystéine [341]. 
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Les effets néfastes de l 'homocystéine sont induits par des mécanismes 
impliquant des dommages oxydatifs. Le groupe sulfhydryle de l 'homocystéine 
peut être oxydé, ce qui engendre la formation d'anions sU1?eroxydes et de 
péroxyde d'hydrogène, des radicaux libres qui initient la péroxydation lipidique. 
Aussi, l'homocystéine peut convertir l'endothélium normal en un phénotype plus 
prothrombique, entre autres en augmentant l'activité du facteur V, du facteur XII 
et l'expression du facteur tissulaire, ainsi qu'en inhibant l'activation de la 
protéine C, l'expression de la thrombomoduline et de l'héparine sulfate. De plus, 
l'exposition de l'endothélium à l'homocystéine augmente la production d'anions 
superoxydes, qui par la suite inactivent le NO, processus inducteur de la 
dysfonction endothéliale [341]. 
1.2.5.4 Hypertension artérielle et angiotensine II 
L'endothélium normal a la capacité de maintenir la santé vasculaire en 
fournissant la balance entre la vasodilatation et la vasoconstriction. Dans 
l'hypertension, il y a une perte de cet équilibre et une absence de la capacité de 
vasoconstriction normale [221]. 
Le système rénine-angiotensine joue un rôle vital dans les processus 
physiologiques du système cardiovasculaire. La molécule effectrice primaire de 
ce système, l'angiotensine II, est une hormone critique qui influence la fonction 
de tous les organes, incluant les vaisseaux sanguins ét qui est impliquée dans la 
physiopathologie de l'hypertension et de l'insuffisance rénale chronique. Une 
) 
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stimulation aiguë de l'angiotensine II régule l'homéostasie sel/eau et la 
vasoconstriction, module la pression sanguine, alors que sa stimulation chronique 
entraîne l'hyperplasie et l'hypertrophie des CML [221]. De plus, l'exposition à 
long terme à l'angiotensine II est impliquée dans l'hypertrophie cardiaque, le 
remodelage vasculaire et la diminution de la fibrolyse [221]. 
Une des fonctions majeures de l'angiotensine II est la vasoconstriction 
des cellules musculaires lisses induite par la voie de signalisation classique 
dépendante de la protéine G [221]. TI s'avère que l'angiotensine II est aussi un 
inducteur de stress oxydatif et de signalisation oxydative. Entre autres, elle active 
les NADPH oxydases membranaires des CML, stimulant la productiont de ROS 
[221]. L'angiotensine II active aussi la cascade de signalisation des «Mitogen-
activated protein kinases» (MAPKs), qui sont impliquées dans la différentiation, 
la prolifération, la migration et la fibrose des CML [221]. 
Dans les monocytes, les macrophages, les CML et les cellules 
endothéliales vasculaires, l'angiotensine II active le NF-KB, qui à son tour induit 
la production des molécules d'adhésion comme la ICAM-l, la VCAM-l et la 
sélectine, et des chimiokines comme la MCP-1, l'IL-6 et l'IL-8 [221]. 
L'augmentation du stress oxydatif causée par l'angiotensine II nuit aussi à la 
relaxation vasculaire, entraîne la dysfonction de l'endothélium et stimule la 
sécrétion du TNF-a et de la MMP-2 par les cellules endothéliales [221]. Chez les 
humains hypertendus, l'interruption du système rénine-angiotensine avec des 
inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine ou avec des bloqueurs du 
récepteur à l'angiotensine restaure la fonction endothéliale [221]. 
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1.2.6 Athérosclérose et pédiatrie 
Les attitudes par rapport à l'athérosclérose prennent maintenant en 
considération le fait que la pathogenèse de la maladie débute plus tôt qu'assumé 
auparavant. Plusieurs grandes études ont établi la prévalence de lésions 
athéromateuses lors de l'enfance [342-344] et la présence de stries lipidiques dans 
les artères humaines fœtales, particulièrement lorsque la mère présente une 
hypercholestérolémie au cours de la grossesse [345]. Ainsi, les interventions 
thérapeutiques qui débutent à l'âge adulte pourraient cibler des lésions déjà 
établies. TI est donc important de considérer l'athérosclérose comme une maladie 
qui peut s'initier dès l'enfance, et non plus comme une maladie strictement 
réservée aux adultes. 
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1.3 STRESS OXYDA TIF 
On peut définir le stress oxydatif comme un débalancement entre les 
composés oxydants et antioxydants, en faveur des oxydants, entraînant 
potentiellement des dommages cellulaires [128]. Cette définition implique un 
bris dans l'équilibre des réactions de réduction et d'oxydation. 
1.3.1 Formation des radicaux libres 
Un radical libre consiste en un composé pouvant exister avec un ou 
plusieurs électrons non pairés. Dans les systèmes biologiques, plusieurs radicaux 
peuvent être générés et leur réactivité dépend de leur nature et des molécules qui 
les composent. Lorsque deux radicaux se rencontrent, ils peuvent joindre leurs 
électrons non pairés et former un lien covalent dans des réactions rapides, 
entraînant la formation de produits non radicalaires. D'un autre côté, un radical 
peut s'ajouter à une molécule non radicalaire ou bien enlever un atome 
d'hydrogène des liens C-H, O-H ou S-H de molécules non radicalaires. Ces 
réactions sont communes dans les systèmes biologiques où la plupart des 
molécules sont des espèces non radicalaires. Les molécules potentiellement 
affectées sont entre autres des composés de faibles poids moléculaires comme les 
antioxydants et les co-facteurs des enzymes, les lipides, les protéines, les acides 
nucléiques et les sucres. Dans ces cas, un nouveau radical est généré, ce qui peut 
entraîner une réaction en chaîne. Un radical peut être un agent oxydant, acceptant 
un électron simple d'un non-radical, ou un agent réducteur, donnant un électron 
simple à un non-radical [128]. 
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Un exemple typique de ces réactions en chaînes est la péroxydation 
lipidique qui peut être initiée, par exemple, par le radical hydroxyle (OH-), 
soustrayant un atome d'hydrogène de la chaîne d'acides gras (LH) contenant des 
atomes de carbone avec des hydrogènes bisallyques (réaction 1). De cette 
réaction, il en résulte un radical avec centre de carbone (L-) qui réagit rapidement 
avec l'oxygène moléculaire (Oû pour générer un radical lipidique péroxyle 
(LOO-) (réaction 2). Ce dernier peut propager la réaction en chaîne en réagissant 
avec les molécules lipidiques environnantes et générer un autre L- et un 
hydropéroxyde lipidique (LOOH) (réaction 3). De cette façon, plusieurs 
molécules de LOOH peuvent être générées par chacun des radicaux initiaux 
[128]. 
LH + OH - ~ L - + H20 
L- +02 ~ LOO-
LOO - + LH ~ L - + LOOH 
(1) 
(2) 
(3) 
Alors que le OH- hautement réactif soustrait les atomes d'hydrogène 
presque sans discrimination, des radicaux moins réactifs, comme le LOO-
soustraient de manière préférentielle les atomes d'hydrogène des molécules avec 
des liens plus faibles, comme par exemple le lien O-H du chromanol contenu 
dans la molécule d'alpha-tocophérol (a-TOH). Dans ce cas, un radical a-
tocophéryle (a-TO-) et un LOOH sont produits (réaction 4) [128]. 
LOO - + a-TOH ~ LOOH + a-TO - (4) 
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TABLE 4. Radicaux libres dans les systèmes biologiques 
Nom 
Radical avec centre de carbone 
Anion superoxyde et radical 
hydropéroxyle 
Radicaux péroxyle et alkoxyle 
Radical hydroxyle 
Oxyde nitrique (monoxyde d'azote) et 
dioxyde d'azote 
Radicaux thiyle et perthiyle 
Ions des métaux de transition 
Formule 
-Co 
Oi, H02-
R02-, RO-
OH-
RS-, RSS-
Fe, Cu, etc 
Description 
L'électron non pairé de ces radicaux réside sur le 
carbone et réagit rapidement avec 1'02 pour 
former des radicaux péroxyles. 
Radicaux primaires aux centres d'oxygène dans 
leurs formes anioniques et protonées. 
Radicaux avec centre d'oxygène qui peuvent être 
formés à partir de la réaction des radicaux aux 
centres de carbone ou de la dégradation des 
péroxydes organiques, comme le LOOH. 
Hautement réactif, radical avec centre d'oxygène 
qui réagit avec toutes les biomolécules. 
L'oxyde nitrique est formé à partir de la L-
arginine et le dioxyde d'azote de la réaction du 
NO- avec le O2-. 
Ds consistent à un groupe de radicaux avec des 
électrons non pairés résidant sur le soufre. 
Radicaux qui permettent d'accepter ou de donner 
des électrons simples et qui peuvent être des 
catalyseurs des réactions de radicaux libres. 
Adapté de [128J 
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1.3.2 Oxydants non radicalaires 
En plus des radicaux, certains oxydants non radicalaires contribuent de 
manière importante aux modifications qui se produisent dans la paroi vasculaire. 
Le plus important est le péroxyde d'hydrogène (H20 2) dérivé de l'action des 
oxydases ou de la dismutation de l'anion su peroxyde (réaction 5). 
(5) 
Comme c'est le cas avec les radicaux, la réactivité des différentes espèces non 
radicalaires varie. Le péroxyde d'hydrogène est généralement un oxydant faible, 
même s'il peut directement oxyder les groupes thiols (-SH). Le péroxyde 
d'hydrogène peut aussi réagir avec certaines protéines hémiques (ex: myoglobine 
et cytochrome c), ce qui peut entraîner la libération -du fer et/ou la formation 
d'hème ferryle et de radicaux d'acides aminés qui peuvent propager les réactions 
d'oxydation. Par contre, la décomposition des métaux de transition avec la 
formation de radical hydroxyle (OH-) est généralement considérée comme le 
dommage oxydant le plus important généré par le H202 [128]. 
Tout comme le H202, le péroxynitrite (ONOO-) est un oxydant plutôt 
faible à pH alkalin. Par contre, sous sa forme protonée, soit en acide 
péroxynitrique (ONOOH), il est extrêmement réactif. Les oxydants non 
radical aires comme le ONOOH et l'acide hypochlorique (HOCI) semblent réagir 
de manière préférentielle avec les protéines plutôt qu'avec les lipides, car les 
résidus de cystéine et de méthionine sulfoxide sont ses cibles de choix. Cette 
préférence pour les réactions avec les protéines différencie les oxydants non 
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radicalaires des radicalaires, ces derniers étant généralement responsables de la 
péroxydation lipidique [128]. 
Table 5. Oxydants non radicalaires 
Nom Formule 
Péroxyde d'hydrogène 
Hypochlorite, acide hypochlorique -OCI,HOCI 
Ozone 
Oxygène simplet 
Péroxynitrite, acide péroxinitrique ONOO-,ONOOH 
Alkylpéroxynitrites, trioxyde d'azote, ROONO, N20), 
chloride nitryle et ion nitronium N02CI et N02 + 
Nitrosothiols RSNO 
Description 
Oxydant diffusible et faible agent oxydant 
généralement peu réactif qui participe à la 
signalisation cellulaire et, en présence des métaux 
de transition, peut entraîner l'élévation de OH-. 
Agent oxydant puissant qui réagit avec les 
groupements Fe-S, les ions métalliques tenus dans 
les protéines, l'hème, les résidus d'acides aminées 
(méthionine, cystéine) des protéines et le GSH. Il 
peut entraîner la formation de dérivés réactifs 
secondaires incluant les chloramines et les 
aldéhydes dérivés des acides aminés. 
Puissant oxydant qui attaque les protéines et les 
lipides incluant le cholestérol. L'oxygène simplet 
peut être formé comme produit intermédiaire. 
Il réagit chimiquement avec les molécules ou par 
transfert de son énergie d'excitation. Sa réaction 
avec les doubles liens de carbone est la mieux 
connue. 
Il peut être formé via la réaction du O2- avec le 
NO-. La forme protonée est hautement réactive. 
Us constituent d'autres dérivés réactifs de l'azote. 
Ils sont formés via la réaction du RS- avec le NO-, 
ou des thiols avec des oxydes de l'azote. Les 
nitrosothiols sont des oxydants faibles. 
Adapté de [128J 
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1.3.3 Sources des dérivés réactifs de l'oxygène dans la paroi 
vasculaire 
Les réactions d'oxydation sont essentielles au métabolisme cellulaire 
normal, car l'oxygène est l'accepteur d'électrons ultime dans le mécanisme 
permettant de produire de l'ATP. Des problèmes peuvent survenir lorsque le flux 
d'électrons et la production d'énergie deviennent non couplés et qu'il y a 
production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS). En fait, les ROS sont produits 
de manière continuelle dans les cellules, résultants des processus de transfert 
mitochondrial d'électrons ou comme produits des enzymes comme la xanthine 
oxydase, les lipoxygénases et du découplement de la eNOS. Aussi, les ROS 
peuvent être générés conséquemment au métabolisme intracellul.aire de composés 
étrangers, de toxines ou de drogues par le cytochrome P450, les monoxygénases 
ou à cause de l'exposition à des facteurs environnementaux tels l'excès de sels 
ferriques ou l'irradiation UV. Une autre source de ROS dans l'organisme 
provient des macrophages et des neutrophiles qui contiennent des enzymes, 
comme la NADPH oxydase, pouvant générer des radicaux superoxydes et du 
péroxyde d'hyrogène [346]. Certains ROS, comme l'anion superoxyde, le radical 
hydroxyle, le radical peroxyle et l'oxyde nitrique ont des électrons non pairés sur 
leur orbite externe. D'autres, comme le péroxyde d'hydrogène et le péroxynitrite, 
ne possèdent pas d'électrons pairés mais sont tout de même des pro-oxydants. 
Les ROS peuvent jouer des rôles positifs pour la cellule, car ils sont 
impliqués dans la production d'énergie, la phagocytose, la croissance cellulaire et 
la régulation de la signalisation intracellulaire. Ds peuvent aussi s'avérer 
hautement nocifs, car ils peuvent attaquer les macromolécules comme les lipides, 
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les protéines et l'ADN, induire ]' oxydation et causer des dommages 
membranaires et l'inactivation d'enzymes [346]. Lorsque les niveaux de ROS 
excèdent la capacité antioxydante cellulaire, l'homéostasie rédox de la cellule est 
altérée et un stress oxydatif en résulte. Le stress oxydatif est connu pour jouer un 
rôle clef dans la pathogenèse du vieillissement et de plusieurs pathologies 
dégénératives comme l'athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, le diabète 
de type II et le cancer [346]. 
Afin de maintenir l'homéostasie du statut rédox, plusieurs mécanismes de 
protection peuvent intervenir. lis peuvent permettre de capter ou de détoxifier les 
ROS, de bloquer leur production ou de séquestrer les métaux de transition qui 
sont une source de radicaux libres [346]. Ces protections incluent les défenses 
antioxydantes enzymatiques et non-enzymatiques (endogènes) et les défenses 
apportées par la diète (exogènes). 
Les désordres tels l'hypercholestérolémie, l'hypertension, le diabète et le 
vieillissement sont associés à une élévation de la production de ROS. Ces 
conditions contribuant pour une grande partie de la mortalité et de la morbidité, il 
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s'avère extrêmement important et urgent de comprendre de quelle façon le stress 
oxydatif se produit et comment les ROS affectent le système vasculaire. De plus, 
les ROS peuvent promouvoir l'inflammation, altérer la vasomotion, activer les 
métalloprotéinases de la matrice, induire l'apoptose, causer J'agrégation 
plaquettaire et stimuler la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires. 
Tous ces événements contribuent à la formation des lésions athéromateuses [347]. 
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1.3.3.1 Transport mitochondrial d'électrons 
Dans plusieurs organes et tissus, le transport d'électrons dans la chaîne 
respiratoire mitochondriale représente la source prédominante de O2- et 
conséquemment de H202. TI est estimé que de 1 % à 4% de l'oxygène impliqué 
dans la chaîne respiratoire est incomplètement réduit en O2-. Des défauts dans 
l'ADN mitochondrial, innés ou acquis par la résultante d'une maladie, pourraient 
augmenter la production de ROS par ces organelles [348,349]. Fait intéressant, 
l'exposition des cellules endothéliales ou musculaires lisses au ONOO- ou au 
H202 exogènes mène à des dommages de l'ADN mitochondrial [350]. Par 
contre, au niveau de la paroi vasculaire, la contribution de la mitochondrie à la 
production totale de ROS demeure incertaine, mais diverses évidences montrent 
qu'elle joue un rôle important dans la production vasculaire de ROS. Des stimuli 
comme un taux élevé de glucose, la leptine et la fumée de cigarette entraînent des 
dommages à l'ADN mitochondrial aortique et altèrent l'activité enzymatique 
mitochondriale [347]. Les niveaux de O2- dépendent aussi de l'activité de la 
superoxyde dismutase mitochondriale, une enzyme localisée au niveau de la 
matrice mitochondriale qui converti le 02- en H202 et en oxygène moléculaire 
(02). Les propriétés de cette enzyme seront discutées dans la section des 
antioxydants [128]. 
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1.3.3.2 NADPH oxydases 
Les enzymes NADPH oxydases, aussi connues sous le nom des enzymes 
Nox, représentent une source majeure de ROS dans les cellules de la paroi 
vasculaire. Il est connu depuis longtemps que les phagocytes, incluant les 
neutrophiles, les monocytes et les macrophages, possèdent une oxydase liée à la 
membrane plasmatique qui utilise des électrons dérivés de la NADPH afin de 
réduire l'oxygène moléculaire en 02-, La NADPH oxydase, une source majeure 
de production de 02-, utilise la NADPH comme donneur d'électrons (réaction 6) 
[351]. 
NAD(P)H + 202 ~ NAD(pr + H+ + 202- (6) 
La NADPH oxydase des phagocytes doit être activée afin de produire le 
02-, un processus qui débute avec la phosphorylation de p47PhOX entraînant son 
association avec le cytochrome b558 • À ce jour, il est généralement accepté que 
les enzymes Nox requièrent le p22phox qui sert de protéine d'arrimage pour les 
autres sous-unités et stabilise les protéines Nox [352]. Une fois activées, les 
cellules phagocytaires produisent de grandes quantités de 02- dans une courte 
période de temps, un phénomène impliqué dans la défense cellulaire [128]. Les 
stimuli patho-physiologiques comme l'angiotensine Il, l 'hypercholestérolémie, 
les facteurs de croissance et le sérum peuvent aussi stimuler l'expression de 
certaines des sous-unités de la NADPH oxydase, incluant le p22PhoX, entraînant 
une augmentation de la production de ROS [347,353]. 
141 
D'une manière analogue aux phagocytes, les cellules musculaires lisses et 
les cellules endothéliales contiennent une NADPH oxydase associée à la 
membrane qui utilise la NADP ou la NADPH comme donneur d'électron afin de 
générer le O2-, via la réduction de l'oxygène moléculaire [128]. Leurs niveaux 
protéiques sont assez faibles dans les cellules vasculaires, mais ils peuvent être 
induits par des stimuli tels le PDGF, l'angiotensine II et le sérum [353]. 
Figure 25. NADPH oxydase 
NADP+ NADPH 
Tiré de www.clinsci.org 
Figure 25 : Les enzymes NADPH oxydases utilisent la NADPH comme donneur 
d'électrons. Leur activation débute avec la phosphorylation de la sous-unité 
p47PhoX, ce qui permet la production de grandes quantités de O2- dans une courte 
période de temps. Le p22phOX sert de protéine d'arrimage pour les autres sous-
unités. 
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La surproduction de ROS par la NAD(P)H vasculaire contribue à la 
pathogenèse des maladies cardiovasculaires. Les électrons des phagocytes sont 
transférés à travers la membrane vers l'espace extracellulaire, mais dans les 
cellules musculaires lisses, le 02- et le H202 produits restent principalement dans 
la cellule. Les cellules endothéliales, pour leur part, relâchent le 02- au niveau 
extracellulaire [128]. 
En contraste des phagocytes, les cellules endothéliales, les cellules 
musculaires lisses vasculaires et les fibroblastes présentent 'une faible activité 
basale pour la génération de 02-. Par contre, de manière similaire aux 
phagocytes, les NADPH oxydases des cellules vasculaires peuvent être aussi 
activés par des stimuli comme l'angiotensine II, la thrombine, le «platelet-derived 
growth factor», le TNF-o:, l'IL-l et, spécifiquement pour les cellules 
endothéliales, les forces mécaniques (incluant les forces de cisaillement) et le 
facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires. Par contre, même 
sous des conditions de stimulation, les quantités de O2- produites par les cellules 
vasculaires ne représentent qu'une fraction de celles générées par les phagocytes 
activés et ces anions su peroxydes sont communément considérés comme des 
seconds messagers pour un nombre de protéines régulatrices et de réponses 
cellulaires, plutôt que des espèces toxiques causant des dommages oxydatifs 
[128]. 
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1.3.3.3 Xanthine oxydase 
L'activité de la xanthine oxydoréductase (XOR) consiste en une autre 
source importante de ROS dans les cellules des mammifères. La xanthine 
oxydoréductase existe sous deux formes inter-convertibles, soit la xanthine 
déshydrogénase (XDH) et la xanthine oxydase (XO) [354]. Un des rôles 
primaires de la XOR consiste en la conversion de l'hypoxanthine en xanthine et 
de la xanthine en acide urique [355]. La XDH utilise la NAD+ pour intercepter 
les électrons de l'hypoxanthine et de la xanthine, formant la NADH et l'acide 
urique. Par contre, la XO utilise l'oxygène comme accepteur d'électrons de ces 
mêmes substrats pour former le O2- et le H20 2• Le ratio XOIXDH dans les 
cellules s'avère donc critique pour déterminer la quantité de ROS produite par ces 
enzymes. La conversion de XDH en XO est stimulée par les cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF-a, et aussi par l'oxydation de résidus cystéine par 
les oxydants comme le péroxynitrite [356,357]. 
Il existe un débat substantiel à savoir si la XDH est exprimée dans les 
cellules de la paroi vasculaire. Des études d'immunocystochimie effectuées sur 
des tissus normaux humains n'ont pas permis de démontrer la présence de XDH 
sur les cellules endothéliales ou sur d'autres tissus cardiovasculaires [358]. Par 
contre, il a été démontré que la XO produit des ROS et affecte la fonction 
endothéliale dans l'athérosclérose [359-362], possiblement à cause de la 
stimulation de l'expression de la XO par les cytokines inflammatoires ou par 
d'autres stimuli présents dans ces conditions. Par exemple, l'hypoxie induit 
l'activité de la XO dans les cellules HUVEC [363]. Il a été postulé que la XO 
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présente dans les cellules endothéliales provient d'autres organes et que l'enzyme 
est probablement captée par les sites de liaison de l'héparine [359,364,365]. TI 
semble que la XO en circulation se lie aux glycosaminoglycanes sur la surface 
des cellules endothéliales où elle acquiert des modifications de ses 
caractéristiques cinétiques. La XO liée à l'endothélium continue de produire des 
oxydants, ce qui peut mener à la dysfonction endothéliale et contribuer à 
endommager les organes. La XO circulatoire serait impli'quée de manière plus 
importante dans la pathogenèse du dommage endothélial, comparativement à la 
XO constitutive des cellules endothéliales, qui se -retrouverait en faibles quantités 
[355]. Peu importe la provenance de la XO, son -activité vasculaire est 
inversement corrélée à la fonction endothéliale chez les sujets présentant de 
l'athérosclérose [347,359,366]. 
1.3.3.4 Découplage de l'oxyde nitrique synthase endothéliale 
Une autre enzyme contribuant de manière importante à la production de 
ROS est l'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) découplée. Le produit de 
cette enzyme dans des conditions normales est l'oxyde nitrique (NO). Le 
découplage de la eNOS a pu être identifié dans plusieurs pathologies comme le 
diabète [347], l'hypercholestérolémie [367] et l'hypertension [368]. 
Lors du découplage de la eNOS, il y a production importante de ROS. En 
absence de quantités suffisantes de co-facteurs, telle la tétrahydrobioptérine (BH4) 
nécessaire pour l'action catalytique, l'enzyme peut réduire l'oxygène moléculaire 
plutôt que de transférer des électrons à la L-arginine, générant ainsi des anions 
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superoxydes, car la génération de 02- par le domaine oxygénase de l'enzyme est 
normalement stabilisée par la BH4 _ 
Figure 26. Structure de la eNOS 
Tiré de [369J 
Figure 26: La eNOS synthétise l'oxyde nitrique à partir de l'atome terminal 
d'hydrogène de la L-arginine en présence de NADPH et d'oxygène moléculaire_ 
Son activité enzymatique requiert les co-facteurs FAD, FMN, calmoduline et 
BH4 -
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Figure 27. Découplage de la eNOS 
Tiré de [369] 
Figure 27 : En absence de quantités suffisantes de co-facteurs, comme la BH4, la 
eN OS peut réduire l'oxygène moléculaire plutôt que de transférer des électrons à 
la L-arginine, générant ainsi des anions superoxydes. 
De plus, le NO formé par la eNOS peut réagir avec les complexes 
métalliques, l'oxygène moléculaire ou l'anion superoxyde afin de former les 
dérivés réactifs de l'azote (RNS). Biologiquement, ces réactions impliquent la 
liaison du NO avec des protéines hémiques comme la guanylyle cyclase, la NOS 
et l'hémoglobine. Par exemple, la liaison du NO à l'hème de la NOS entraîne 
l'inhibition réversible de son activité enzymatique [128]. De plus, le NO réagit 
rapidement avec le O2- pour générer le péroxynitrite (ONOO-) (réaction 7) . Ce 
dernier peut oxyder la B~, menant au découplage de la eNOS et à la diminution 
de la production de NO, contribuant au dysfonctionnement endothélial. Aussi, le 
péroxynitrite est un pro-oxydant qui oxyde les lipides et les thiols en plus de 
réagir avec les domaines fer-soufre d'une panoplie d'enzymes [128]. 
O2- • + NO • -7 ONOO- (7) 
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1.3.3.5 Myélopéroxydase 
La myélopéroxydase est une enzyme hémique qui catalyse la conversion 
du chlore (Cr) en acide hypochlorique (HOCl), un oxydant non radicalaire 
(réaction 8) : 
(8) 
La myélopéroxydase est la seule enzyme connue pour générer le HOCI chez les 
humains et cette molécule est considérée comme un marqueur spécifique des 
réactions d'oxydation catalysées par cette enzyme. Le HOCI peut générer une 
série de produits d'oxydation secondaires qui ont la capacité d'attaquer les 
biomolécules, comme par exemple les LDL [128]. 
1.3.3.6 Lipoxygénases 
Les lipoxygénases sont des enzymes contenant le fer qui catalysent 
l'insertion de l'oxygène moléculaire dans les i;lcides gras polyinsaturés afin de 
former une famille complexe de lipides biologiquement actifs, incluant les 
prostaglandines, les thromboxanes et les leucotriènes. Lors de l'action 
catalytique des lipoxygénases, des hydropéroxydes lipidiques (LOO-) sont 
générés, relâchés et peuvent participer à une péroxydation lipidique non 
enzymatique [128]. 
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1.3.3.7 Métaux de transition 
Les métaux de transition libres comme le fer et le cuivre sont de puissants 
catalyseurs des réactions d'oxydation en présence des hydropéroxydes, comme le 
LaaR. lis catalysent la rupture homolytique du LaaR en radicaux alkoyles 
lipidiques, ce qUi peut initier la péroxydation lipidique et d'autres réactions 
d'oxydation. En plus du fer libre, les formes biologiques du fer, comme 
l'hémoglobine et la myoglobine, peuvent potentiellement catalyser les réactions 
oxydatives dans la paroi vasculaire, car, in vitro, ces molécules peuvent oxyder 
les LDL [128]. 
1.3.4 Défenses antioxydantes 
li est important de considérer les sources d'oxydants dans un contexte de 
disponibilité des antioxydants, car plusieurs substances peuvent prévenir ou du 
moins retarder l'oxydation d'autres substrats. Un antioxydant est défini comme 
une substance efficace contre le dommage oxydatif lorsque présente en quantités 
bien inférieures que la substance qu'elle protège. En ce qui concerne 
l'athérosclérose, les antioxydants vasculaires doivent protéger contre les 
substances radicalaires et non radicalaires, tant à l'intérieur qu'à l'extérieur de la 
cellule [128]. Afin de maintenir l'homéostasie du statut rédox, plusieurs 
mécanismes de protection peuvent intervenir. lis peuvent permettre de capter ou 
de détoxifier les ROS, de bloquer leur production ou de séquestrer les métaux de 
transition [346]. Ces protections incluent les défenses antioxydantes 
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enzymatiques et non-enzymatiques (endogènes) et les défenses apportées par la 
diète. (exogènes). 
1.3.4.1 Enymes antioxydantes 
Les principales enzymes antioxydantes présentes dans les cellules sont les 
superoxydes dismutases (SOD), la catalase, les glutathion péroxydases (GPx) et 
la glutathion réductase (GR). Sous des conditions de stress oxydatif exogène, les 
cellules peuvent modifier les événements métaboliques pour augmenter leurs 
défenses antioxydantes afin de restaurer la balance entre l'expression des 
enzymes antioxydantes, la biosynthèse de glutathion et la production de ROS. 
Ces modifications métaboliques peuvent être considérées comme un phénomène 
d'adaptation cellulaire au stress oxydatif [370]. 
1.3.4.1.1 Superoxydes dismutases 
Les SOD catalysent la réduction et l'oxydation du O2- en H20 2 et en O2 
(réaction 8) : 
(8) 
Il existe trois formes de SOD chez les mammifères: la cuivre-zinc cytosolique 
(Cu, Zn-SOD), la manganèse mitochodriale (Mn-SOD) et la cuivre-zinc 
extracellulaire (ec-SOD). La Cu,Zn-SOD (SODl) est virtuellement présente dans 
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toutes les cellules, où elle est principalement localisée au niveau du cytosol, 
présentant tout de même une certaine activité au niveau des lysosomes, des 
péroxysomes, du noyau et de l'espace entre les feuillets internes et externes de la 
membrane mitochondriale. L'ion cuivre est impliqué dans la réaction de 
dismutation en alternant entre ses états oxydé et réduit, ce qui est à la base de la 
capacité des agents chélateurs du cuivre d'inhiber la SOD [128]. 
La Mn-SOD (SOD2) est principalement localisée au niveau de la 
mitochondrie et contribue à environ 10% de l'activité cellulaire totale [128]. 
Comme indiqué par son nom, la ec-SOD (SOD3) consiste en la forme 
extracellulaire de l'enzyme, qui contient aussi le zinc et le cuivre. Elle est liée 
aux protéoglycanes héparane sulfate dans une variété de cellules, incluant les 
cellules endothéliales, les monocytes/macrophages et les cellules 
musculaires lisses. TI semble que l'une des fonctions clefs .de la ec-SOD consiste 
en sa protection contre l'inactivation du NO des cellules endothéliales par le O2-
[128]. 
1.3.4.1.2 Catalase et péroxydases 
Deux enzymes métabolisent généralement le H202 résultant de la 
dismutation du O2- ou généré par les enzymes oxydases incluant la xanthine 
oxydase. La catalase décompose directement le H202 en eau et en oxygène 
moléculaire (réaction 9) : 
(9) 
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Par contre, les péroxydases éliminent le H20 2 en l'utilisant pour oxyder un autre 
substrat (réaction la) : 
(la) 
La balance entre l'activité de la SOD et celle de la GPx et/ou la catalase 
est, du moins au niveau théorique, très critique. Une activité trop faible de SOD 
par rapport à celle de la GPx et/ou la catalase peut mener à l'augmentation de la 
production de O2- toxique pour les macromolécules. Une activité trop élevée de 
SOD par rapport à celle de la GPx et/ou la catalase peut causer l'accumulation de 
l'intermédiaire H20 2, pouvant lui-même engendrer la genèse de ROS encore plus 
toxiques que le O2-. En effet, la conversion du H20 2 en OH- est catalysée par le 
Fe2+ dans la réaction de Fenton [371]. Un déséquilibre entre les activités de ces 
étapes antioxydantes se produit dans différents processus pathologiques et 
pourrait contribuer de manière directe ou indirecte à leur étiologie. Par exemple, 
les individus présentant un syndrome de Down possèdent trois copies du gène 
sod1 et seulement deux copies du gène gpx1 [372,373]. De plus, il a été 
démontré que l'augmentation du ratio de l'activité de la SODI par rapport à celle 
de la GPx est parallèle à l'augmentation de la péroxydation lipidique [374,375]. 
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1.3.4.1.3 Défenses antioxydantes dépendantes du glutathion 
Les enzymes du cycle du glutathion consistent en un système cellulaire 
complexe permettant de maintenir des niveaux intracellulaires de GSH et de 
thiols adéquats. 
Les glutathion péroxydases coopèrent avec la catalase pour se débarrasser 
du H20 2, en utilisant le glutathion réduit (GSH), afin de réduire le H20 2 en H20 
et en glutathion oxydé (GSSG) (réaction Il) : 
H20 2 + 2GSH ~ 2H20 + GSSG (11) 
Les glutathion péroxydases sont largement distribuées au niveau des tissus et 
elles peuvent agir sur des péroxydes autres que le H20 2• Entre autres, elles 
peuvent catalyser la réduction, dépendante du GSH, du LOOH en son alcool 
correspondant (LOH) (réaction 12) : 
LOOH + 2GSH ~ LOH + H20 + GSSG (12) 
Cette conversion représente une défense antioxydante, car elle limite le potentiel 
de formation de pro-oxydants à partir de la dégradation des hydropéroxydes 
[ 128]. 
Les glutathion péroxydases sont des enzymes tétramériques qui 
contiennent et nécessitent une molécule de sélénium pour leur activité. Le 
sélénium participe activement à la réaction catalytique, ce qui est à la base de la 
protection antioxydante qu'offrent les suppléments de sélénium. Les péroxydases 
contenant le sélénium consistent en une famille d'enzymes d'au moins quatre 
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types. La glutathion péroxydase «classique» (cGPx) agit sur le péroxyde 
d'hydrogène et les hydropéroxydes des acides gras et du cholestérol, mais non sur 
les lipides estérifiés comme ceux présents dans les lipoprotéines. Chez la souris, 
une déficience hétérozygote de cette enzyme est associée à la dysfonction 
endothéliale et à l'augmentation des niveaux circulatoires et aortiques de Fr 
isoprostanes, soit des produits d'oxydation secondaires formés lors de l'oxydation 
non-enzymatique de l'acide arachidonique qui sont utilisés comme marqueur de 
stress oxydant [128]. La glutathion péroxyda se des hydropéroxydes 
phospholipidiques (PHGPx) est la seule enzyme connue qui permet de réduire le 
complexe des hydropéroxydes lipidiques dans les lipoprotéines. En plus du GSH, 
la PHGPx peut utiliser plusieurs autres agents réducteurs de faible poids 
moléculaire. Cet isoforme est lié à la membrane et, comme la cGPx, il n'est pas 
retrouvé dans les fluides extracellulaires. La glutathion péroxydase 
gastrointestinale est exprimée dans les lignées cellulaires du tractus intestinal et 
est principalement impliquée dans la détoxification des péroxydes alimentaires. 
De plus, le plasma humain contient de faibles concentrations d'une péroxydase 
glycosylée, appelée péroxydase extracellulaire, qui agit sur le H20 2 et sur les 
hydropéroxydes phospholipidiques [128]. 
Les glutathion péroxydases agitssent de concert avec la glutathion 
réductase (GR) pour catalyser la réduction de GSSG en utilisant la NADPH 
(réaction 13) : 
GSSG + NADPH + H+ --) 2GSH + NADP+ (13) 
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La NADPH est fournie principalement par la voie du pentose phosphate 
qui est initiée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase et qui maintient la 
balance cellulaire du couple rédox NADPHlNADP+. Dans ce contexte, la 
glucose-6-phosphate déshydrogénase peut être considérée comme un antioxydant. 
Par exemple, la surexpression de glucose-6-phosphate déshydrogénase dans les 
cellules endothéliales diminue le stress oxydatif et augmente la biodisponibilité 
du NO [376]. 
En plus de son rôle central dans l'activité de la OPx, le OSH est impliqué 
dans plusieurs autres voies antioxydantes, incluant la neutralisation directe des 
oxydants, le métabolisme de l'ascorbate, le maintien des groupes protéiques 
sulfhydryles et de la détoxification des xénobiotiques via l'activation des 
glutathion S-transférases. Certaines glutathion transférases démontrent une 
activité péroxydase contre les hydropéroxydes phospholipidiques, suggérant que 
ces enzymes peuvent aussi contribuer aux défenses cellulaires antioxydantes 
[128]. 
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1.3.4.1.4 Séquestration des métaux 
Les métaux de transition, spécifiquement le fer et le cuivre, sont essentiels 
pour la synthèse d'une large variété de protéines, incluant des enzymes comme la 
eNOS qui joue un rôle central dans le maintien de la fonction adéquate des 
vaisseaux sanguins. Par contre, ces métaux peuvent subir des réactions de 
transfert qui entraînent des réactions d'auto-oxydation ou la décomposition des 
péroxydes en péroxyles, alkoxyles et radicaux hydroxyles. Pàr exemple, les 
métaux de transition peuvent induire un dommage oxydatif aux lipoprotéines et le 
cuivre est communément utilisé in vitro pour oxyder les LDL. Ainsi, la liaison 
des agents chélateurs aux métaux de transition et leur inactivation dans la paroi 
vasculaire peuvent constituer une défense antioxydante. Certaines protéines, 
comme la ferritine, la transferrine, l'haptoglobine, l'hémopexine et la 
céruloplasrnine, lient de manière spécifique les complexes de fer et de cuivre et 
sont considérées comme des systèmes de défenses antioxydantes biologiques 
[128]. 
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1.3.4.2 Antioxydants non enzymatiques 
Tout comme les antioxydants protéiques, différents composés de faibles 
poids moléculaires contribuent aux défenses antioxydantes de l'organisme. Ces 
antioxydants consistent en des molécules liposolubles et hydrosolubles. Les 
composés antioxydants hydrosolubles sont principalement la vitamine C, l'acide 
urique et la bilirubine; les liposolubles sont essentiellement la vitamine E et la 
coenzyme QIO. 
1.3.4.2.1 Ascorbate (vitamine C) 
L'ascorbate, ou vitamine C, est généralement connu pour sa fonction 
d'agent réducteur, capable d'augmenter l'activité enzymatique en maintenant le 
centre de l'enzyme à l'état ferreux, soit sous sa forme active. L'ascorbate est un 
cofacteur pour plusieurs enzymes impliquées dans les réactions d'hydroxylation. 
Dans la paroi vasculaire, il est requis pour la biosynthèse du collagène via la 
proline et lysine hydrolases. Le collagène synthétisé en absence de l'ascorbate 
n'est pas suffisamment hydroxylé et ne forme pas des fibres convenables, 
entraînant la formation de vaisseaux sanguins fragiles [128]. 
L'ascorbate est généralement considéré comme une ligne protectrice de 
premier plan, qui répare ou neutralise les radicaux libres en donnant un simple 
électron, suivi par un proton, afin d'obtenir un produit chimiquement réduit, non 
radicalaire. Le radical ascorbyle peut ensuite subir une dismutation en ascorbate 
et en acide déhydroascorbique. Tant le radical ascorbyle que l'acide 
déhydroascorbique peuvent être réduits par les systèmes enzymatiques 
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dépendants du glutathion, ce qui permet de recycler efficacement le pool de 
vitamine C biodisponible [128]. L'ascorbate constitue la première ligne de 
défense antioxydante dans le plasma humain [377-379] où il est considéré comme 
l'antioxydant hydrosoluble le plus efficace [380,381]. 
L'ascorbate a la capacité de réduire le radical o:-tocophéryle en 0:-
tocophérol, constituant un mécansime de protection de l'oxydation de la vitamine 
E dans les micelles [382,383] et dans les membranes biologiques isolées 
[384,385]. Un autre exemple de l'activité synergétique de ]'ascorbate est le 
maintien du glutathion cellulaire via la réduction du radical glutathion thiyle, ce 
qui permet de maintenir le GSH dans sa forme réduite active [128]. 
L'ascorbate présente aussi différentes activités protectrices en relation 
avec l'athérosclérose. Les patients avec syndromes coronariens stables ou avec 
hypertension ont de faibles concentrations plasmatiques d'ascorbate et les 
suppléments de vitamine C ont le potentiel d'atténuer une vasodilatation 
endothéliale anormale [386]. Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués, 
incluant le maintien de l'activité de la eNOS, l'atténuation du stress oxydatif 
cellulaire, l'inhibition de l'oxydation des LDL et la préservation de composés qui 
ont une bioactivité similaire à celle du NO, comme les S-nitrosothiols [387]. 
L'ascorbate peut aussi entrer en compétition avec le 02- pour réagir avec le NO, 
quoique cette compétition n'est observée qu'à des concentrations 
supraphysiologiques de vitamine C (> 10 mM) [388]. De plus, l'ajout 
d'ascorbate aux cellules endothéliales aortiques in vitro améliore l'activité de la 
158 
eNOS, ce qUl est dû à la stabilisation chimique de la tétrahydrobioptérine 
cellulaire [389]. 
Par contre, la propriété d'agent réducteur de métaux est à la base de 
l'activité pro-oxydante de l'ascorbate in vitro, ce qui est attribué à la réduction du 
fer de manière cyclique et à la production de radicaux hydroxyles par la réaction 
de Fenton. U semble par contre que cette activité pro-oxydante ne soit pas 
retrouvée in vivo, où l'ascorbate protège de manière générale les molécules 
biologiques de l'oxydation [390]. 
Figure 28. Activité pro-oxydante de l'ascorbate 
Réaction de 
Fenton 
Réduction par 
l'ascorbate 
.. 
FORMATION DU RADICAL HYDROXYLE 
FORMATION DU RADICAL ASCORBYLE 
Figure 28 : L'ascorbate peut amplifier le potentiel oxydatif du fer en permettant 
sa réduction, ce qui entraîne la production du radical ascorbyle, ainsi que la 
regénéreration du système de production de radical hydroxyle via la réaction de 
Fenton. 
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1.3.4.2.2 Acide urique 
L'acide urique est produit par l'oxydation de l'hypoxanthine et de la 
xanthine, réaction catalysée par la xanthine oxydase et déshydrogénase. À un pH 
physiologique, presque tout l'acide urique est présent comme monoanion urate. 
Le rôle de l'urate comme antioxydant est investigué, car celui-ci peut directement 
réagir avec l'oxygène singlet, le radical hydroxyle. les radicaux péroxyles et avec 
le N02· dérivé du péroxynitrite [391,392]. La réaction de l'urate avec les 
oxydants entraîne la formation du radical urate, qui peut être réduit par 
l'ascorbate [128]. 
1.3.4.2.3 Bilirubine 
La bilirubine consiste en un produit terminal de la dégradation de 
l'hémoglobine. Chez les humains, environ 275 mg de bilirubine sont produits 
chaque jour [128]. La bilirubine est un puissant agent réducteur et un antioxydant 
physiologique potentiel. Au niveau des fluides extracellulaires, il est 
principalement lié à l'albumine, ce qui rend ce pigment hydrophobe hydrosoluble. 
La bilirubine libre et liée à l'albumine a la capacité de réduire l'a-tocophérol et 
d'inhiber la péroxydation lipidique du plasma et des LDL [393], cela même si elle 
constitue une seconde ligne de défense antioxydante derrière l' ascorbate. Par 
contre, à ce jour, peu d'études ont apporté des évidences directes que la bilirubine 
agit comme un antioxydant important in vivo, quoique les rats présentant une 
hyperbilirubinémie présentent un dommage oxydatif réduit en réponse à 
l'hyperoxie [128,394]. 
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1.3.4.2.4 Vitamine E 
En plus des antioxydants aqueux, les antioxydants liposolubles jouent un 
rôle important dans la prévention des dommages oxydatifs. Les tocophérols et les 
ubiquinols sont les sources majeures d'antioxydants liposolubles dans les cellules 
et dans les lipoprotéines. De plus, les lipoprotéines sont les principaux véhicules 
pour le transfert de la vitamine E du foie vers les tissus périphériques. Les 
lipoprotéines transportent aussi des caroténoïdes qui pourraient être des 
antioxydants importants dans un contexte de maladies cardiovasclaires. Par 
contre, comparativement à la vitamine E et aux ubiquinols, les caroténoïdes sont 
de faibles antioxydants, sauf pour l'oxygène simplet. La relation entre 
l'athérosclérose et les caroténoïdes demeure très controversée [128,395,396]. 
Huit différentes substances naturelles démontrent une activité de la 
vitamine E chez les animaux: les d-a-, d-~, d-JL et d-b-tocophérols et les d-a-, 
d-~, d-JL et d-b-tocotriénols. Les tocophérols possèdent trois atomes de carbone 
asymétriques, ce qui permet huit isomères optiques, desquels le d-a-tocophérol 
est la forme la plus active de vitamine E. Les termes a-tocophérol et vitamine E 
sont communément utilisés et, quoique incorrectement, interchangés [128]. 
Figure 29. Alpha-tocophérol 
H,e 
Alpha-locap d 
Figure 29: L'alpha-tocophérol est la forme la plus active de vitamine E. 
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Étant une molécule liposoluble, l'a-tocophérol a tendance à se localiser au 
niveau des membranes et des lipoprotéines. De ce fait, l'a-tocophérol possède un 
rôle central dans le contrôle de la péroxydation lipidique. Les tocophérols et les 
tocotriénols sont d'excellents capteurs de LOO-, ce qui est considéré comme une 
action antioxydante très importante de .la vitamine. Dans le cas de l'a-
tocophérol, il peut réagir avec les péroxyles lipidiques ou une autre espèce 
radicalaire,et ainsi former un produit non radical aire (NR) (réaction 14) : 
a-TO- + LOO- ~ NR 
a-TO- + R- ~ NR 
(14a) 
(14b) 
En plus de réagir avec les radicaux péroxyles, l'a-tocophérol peut réagir avec 
l'oxygène singlet, le HOCI et le ONOO- [128]. 
L'a-tocophérol démontre aussi des effets pro-oxydants. Tout comme 
l'ascorbate, l' a-tocophérol permet la réduction des métaux de transition tels le fer 
et le cuivre, ce qui constitue un effet pro-oxydant de la vitamine. L'a-tocophérol 
peut aussi, de manière importante, réagir avec les lipides et peut soustraire 
l'atome d'hydrogène du LH (réaction 15), réaction considérablement impliquée 
dans l'oxydation des LDL: 
a-TO- + LH ~ a-TOH + L- (15) 
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En plus de l'a-tocophérol, le y-tocophérol est présent dans les 
lipoprotéines, mais constitue un antioxydant moins actif que l' a-tocophérol et 
serait moins en mesure de contrôler la péroxydation lipidique dans les LDL [128]. 
Par contre, le y-tocophérol pourrait s'avérer important pour la détoxification du 
N02- [397,398], même si l'importance physiologique de cet effet reste à être 
déterminée. li a été rapporté que le y-tocophérol, mais non l' a-tocophérol, inhibe 
l'inflammation induite chez les rats, ainsi que l'augmentation des éicosanoïdes 
pro-inflammatoires associée à la péroxydation lipidique [399], ce qui pourrait 
avoir un effet important sur l'inhibition de l'athérosclérose [128]. U semble aussi 
que, in vitro, le y-tocophérol soit plus efficace que l'a-tocophérol pour protéger 
contre les dérivés réactifs de l'azote [397,398]. Plusieurs études tentent 
maintenant d'évaluer son potentiel de protection contre l'inflammation et les 
maladies cardiovasculaires in vivo [400]. 
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Figure 30. Alpha- et gamma-tocophérol 
Figure 30 : L'alpha- et le gamma-tocophérol sont des isomères optiques. 
163 
1.3.4.2.5 Coenzyme QIO 
La coenzyme QIO appartient à une famille de composés connus sous le 
nom de ubiquinones, qui sont des molécules liposolubles synthétisées par les 
animaux, incluant les humains, et qui contiennent une structure benzoquinone 
possédant de 1 à 12 unités d'isoprène. La coenzyme QlO possède 10 unités 
isoprène et constitue la forme prédominante d'ubiquinone chez les humains. Elle 
est retrouvée virtuellement dans toutes les membranes cellulaires, ainsi que dans 
les lipoprotéines. Sa capacité à donner et à recevoir des électrons est critique 
pour les fonctions physiologiques. Elle joue aussi un rôle important comme agent 
de transfert d'électrons et de protons au niveau de la production mitochondriale 
d'ATP et dans le maintien d'un pH optimal dans les lysosomes [401]. 
Dans sa forme réduite, l'ubiquinol (forme entièrement réduite de la 
coenzyme QlO) est un antioxydant efficace qui peut inhiber l'oxydation des 
protéines et des lipides membranaires [402]. TI consiste aussi en une ligne de 
défense antioxydante liposoluble primaire de la péroxydation lipidique des LDL, 
même s'il est présent en plus petites quantités que l'a-tocophérol [403]. 
L'ubiquinol réduit l'a-tocophérol et cette propriété compte probablement 
fortement pour sa capacité de contrôler la péroxydation lipidique [128,404]. 
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1.3.5 Dérivés réactifs de l'oxygène et athérosclérose 
L'inflammation est reconnue comme un phénomène majeur participant au 
développement de l'athérosclérose. En effet, les lésions caractéristiques de 
l'athérosclérose sont constituées d'un grand nombre de cellules immunitaires, 
principalement les macrophages et les lymphocytes T. De plus, plusieurs 
médiateurs pro-inflammatoires comme les cytokines et les chimiokines sont 
impliqués dans la formation et la progression des lésions [405]. 
D'un autre côté, plusieurs évidences montrent l'influence du stress 
oxydatif dans le développement de l'athérosclérose. Par exemple, les différents 
facteurs de risque de l'athérosclérose sont associés à une augmentation du stress 
oxydatif comme le diabète, les hyperlipidémies, l'hypertension artérielle et 
l'hyperhomocystéinémie. Les conséquences d'une augmentation du stress 
oxydatif dans les cellules artérielles sont bien documentées in vitro et s'avèrent 
généralement consistantes avec les observations effectuées au niveau des lésions 
athéromateuses [262]. 
L'importance des ROS dans l'atteinte vasculaire est reliée au fait que leur 
production est contrôlée de manière positive par plusieurs cytokines 
inflammatoires .. De faibles niveaux de ROS sont nécessaires pour la fonction 
vasculaire normale, mais un excès de leur production ou un désordre de leur 
séquestration, dans un environnement pro-inflammatoire, module les réponses 
cellulaires, entre autres l'adhésion des monocytes, l'agrégation plaquettaire, 
l'induction de gènes pro-inflammatoires, l'apoptose des cellules du muscle lisse, 
leur prolifération et leur migration, la dégradation de la matrice et la relaxation 
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endothélium-dépendante [406]. L'anion superoxyde et le péroxyde d'hydrogène 
sont les deux ROS les plus importants d'un point de vue biologique dans le 
système cardiovasculaire. 
Les cytokines, comme les IL, le TNF-a, l'angiotensine II et le facteur de 
croissance endothélial induisent tous l'expression des molécules d'adhésion 
d'une manière dépendante des ROS. De plus, la contrainte de cisaillement 
oscillatoire entraîne l'induction de NF-KB et la production continue de O2- par la 
NADPH oxydase [406]. Aussi, la formation de péroxynitrite, par la réaction du 
Or avec le NO, mène à la perte des effets bénéfiques et vasodilatateurs du NO. 11 
est postulé que ce phénomène est responsable de la réduction de la vasodilatation 
dépendante de l'endothélium dans plusieurs conditions et qu'il peut contribuer au 
développement de l'hypertension [347]. 
Les ROS influencent aussi la migration des CML via l'induction de la 
MCP-1 qui est sensible au statut rédox. En plus d'entraîner la migration 
cellulaire, la MCP-1 augmente aussi les réponses inflammatoires, menant au 
cercle vicieux de la production de ROS. Les ROS contribuent aussi à la rupture 
de la matrice extracellulaire, qui est causée en partie par la sécrétion des MMPs 
dont l'expression et l'activité sont stimulées par les ROS [128]. 
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1.3.5.1 Péroxydation lipidique 
Plusieurs évidences suggèrent que les produits de la dégradation 
péroxydative des acides gras polyinsaturés, résultant de la péroxydation 
lipidique, soient impliqués dans le développement de la dysfonction 
endothéliale et des maladies cardiovasculaires [407]. En effet, la génération de 
ROS à proximité des membranes peut entraîner l'attaque de ses lipides par un 
radical libre, menant à une réaction en chaîne et à la formation 
d'hydropéroxydes lipidiques. Les acides gras polyinsaturés contenus dans les 
esters de cholestérol, les phospholipides et les triacylglycérols sont 
particulièrement sujets à l'oxydation par les radicaux libres. Subséquemment, 
la décomposition de ces hydropéroxydes génère plusieurs produits de 
dégradation qui causent divers effets dommageables. Ces produits sont entre 
autres les aldéhydes, dont les mieux caractérisés et les plus puissants sont le 
maJonyldialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénale (HNE). Plusieurs 
aldéhydes réactifs ont été impliqués dans des processus cytotoxiques: ils 
réagissent avec diverses molécules incluant les protéines, l'ADN et les 
phospholipides. Ainsi, ces produits de la péroxydation lipidique sont 
impliqués dans les processus menant à la formation des cellules spumeuses et 
au développement de l'athérosclérose. En plus d'être eux-mêmes enRagés 
dans des mécanismes régulateurs, il a été démontré in vitro et in vivo que ces 
aldéhydes favorisent les modifications oxydatives des LDL [407]. 
Figure 31. Péroxydation lipidique et formation des aldéhydes 
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RADICAUX < LIBRES 
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ALDÉHYDES (ex: MDA, HNE) 
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Figure 31: Les acides gras polyinsaturés sont sujets à l'oxydation par les 
radicaux libres, formant subséquemment les diènes conjugués, les 
hydropéroxydes lipidiques, les radicaux alcoxyles et finalement les aldéhydes 
comme le MDA et le HNE. 
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1.3.5.2 LDL oxydées 
L'hypothèse de l'oxydation des LDL leur attribue un rôle central dans le 
développement de l'athérosclérose. En effet, les LDL modifiées, le plus souvent 
par l'oxydation, constituent une cause majeure de dommage à l'endothélium. In 
vitro, les cellules principalement retrouvées dans les vaisseaux peuvent oxyder les 
LDL, comme les monocytes/macrophages, les cellules endothéliales et les 
cellules musculaires lisses. L'attaque des acides gras polyinsaturés et de 
l'apolipoprotéine B des LDL par les radicaux libres des ROS entraîne plusieurs 
changements structuraux au niveau de la lipoprotéine. Par rapport aux LDL 
normales, les oxLDL présentent les caractéristiques suivantes: une charge plus 
négative, une plus grande densité, un enrichissement en péroxydes lipidiques, une 
. perte du cholestérol estérifié, une fragmentation de l' apolipoprotéine B et une 
diminution de leur contenu en acides gras polyinsaturés. Ces oxLDL sont 
cytotoxiques et, au niveau de l'intima, peuvent altérer le statut rédox en partie par 
la génération de su peroxydes et engendrer les processus menant à l'athérosclérose 
[408,409]. 
L'oxydation induite par la lipoxygénase cellulaire représente un 
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mécanisme potentiel pour la formation des oxLDL. Les cellules endothéliales 
vasculaires expriment des quantités considérables de 15-lipoxygénase et cette 
enzyme oxyde directement les phospholipides des lipoprotéines. L'oxydation par 
les myelopéroxydases est aussi considérée comme une source de oxLDL. Les 
anions superoxydes, les métaux de transition et les dérivés réactifs de l'azote sont 
aussi présents dans les lésions vasculaires et peuvent aussi participer à 
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l'oxydation des LDL [128]. 
1.3.6 Réactions rédox et signalisation cellulaire 
Les dérivés réactifs de l'oxygène et de l'azote peuvent entraîner des 
dommages oxydatifs, mais ils sont aussi impliqués dans la régulation des 
événements cellulaires. La« signalisation rédox» est achevée par un circuit 
rédox local, plutôt que par le stress oxydatif généralisé. Cette notion change le 
concept pour lequel les ROS sont simplement des sous-produits du métabolisme 
oxydatif normal, ou encore un outil des phagocytes à accomplir leur action anti-
microbienne [128]. 
Le Or est chargé, difficilement perméable et possède une demi-vie 
extrêmement courte. À l'opposé, le H20 2, produit au niveau intracellulaire et 
extracellu1aire, n'est pas chargé, a une demi-vie plus longue et est facilement 
diffusible. Comme pour le NO, cette propriété fait du H20 2 une molécule idéale 
pour la signalisation cellulaire. Par exemple, le H20 2 produit par les cellules 
musculaires lisses peut diffuser vers l'endothélium et moduler les fonctions des 
cellules endothéliales. Cette capacité du H20 2, dérivé des cellules vasculaires 
adjacentes, de moduler la fonction endothéliale, lui confère un rôle unique dans la 
signalisation vasculaire [410]. Plusieurs cascades de signalisation sont activées 
par le H202 et induisent des changements dans la fonction vasculaire incluant la 
croissance de l'endothélium, l'angiogenèse, la prolifération et l'hypertrophie des 
cellules musculaires lisses, la dysfonction de la barrière endothéliale, la 
réorganisation du cytosquelette, l' apoptose endothéliale, l'induction de protéines 
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inflammatoires, les interactions leucocytes-endothélium et le remodelage 
vasculaire [410]. 
La modification de protéines spécifiques peut aussi entraîner la 
signalisation cellulaire par les ROS, les groupes thiols des protéines représentant 
une cible des ROS. Par exemple, la guanylyle cyclase soluble est activée par les 
ROS. Elle constitue l'enzyme responsable de la synthèse du second messager 
cGMP, qui régule plusieurs fonctions physiologiques incluant la vasorelaxation, 
l'inhibition de l'agrégation plaquettaire et la prolifération des cellules musculaires 
lisses [411]. D'autres protéines sensibles aux ROS et aux RNS sont les Ras 
GTPases qui contrôlent plusieurs aspects de la fonction cellulaire incluant la 
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prolifération, la motilité, la différentiation et la mort cellulaire. Les tyrosines 
kinases, qui permettent la phosphorylation des tyrosines de plusieurs protéines, 
sont aussi des cibles fréquentes des ROS [412]. Ce processus de phosphorylation 
est impliqué dans l'activation de plusieurs kinases comme la famille des MAPKs, 
la protéine kinase B et la protéine kinase C. Les protéines tyrosine phosphatases 
sont aussi importantes dans la signalisation impliquant les tyrosines kinases, car 
elles sont sous le contrôle inhibiteur des phosphatases. Ces protéines peuvent 
aussi être modulées par les ROS, et plus spécifiquement par le H20 2 
[128,413,414]. 
li est aussi connu que différents dérivés réactifs de l'azote participent à la 
signalisation cellulaire dans les cellules d~ la paroi vasculaire. L'oxyde nitrique 
est le dérivé azoté typiquement impliqué dans la signalisation cellulaire. Le NO 
peut interagir avec une variété de composés et entraîner leur oxydation ou leur 
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réduction. À des concentrations physiologiques, le NO réagit principalement 
avec les centres hème et hème-cuivre. La cible hémique la mieux caractérisée du 
NO est l'isoforme soluble de la guanylyle cyclase, qui active l'enzyme. 
L'augmentation résultante de la cGMP est largement responsable de la 
vasodilatation, ainsi que l'inhibition de l'agrégation plaquettaire et de la 
proHfération des cellules musculaires lisses [128,415,416]. 
1.3.7 Stress oxydatif et régulation transcriptionnelle 
Tant les ROS, les aldéhydes que les LDL oxydées peuvent induire un 
stress oxydatif dans les cellules des vaisseaux et, de ce fait, participer à la 
régulation des processus inflammatoires associés à la formation de 
l'athérosclérose. Ceci s'effectue principalement par la modulation de facteurs de 
transcription sensibles à l'oxydation comme le NF-KB, l' AP-l et les PPARs. 
1.3.7.1 «Nuclear factor-kappa B» (NF-KB) 
Tout d'abord, le «nuclear factor-kappa B» (NF-KB) est un facteur de 
transcription directement impliqué dans l'activation de gènes responsables des 
réponses immunitaires et inflammatoires, comme les molécules d'adhésion [409]. 
Plusieurs évidences supportent l'implication du NF-KB dans l' athérogenèse. Tout 
d'abord, les niveaux de NF-KB sont augmentés dans les lésions athéromateuses, 
alors qu'une très faible quantité peut être détectée au niveau des vaisseaux sains 
[417]. De plus, des cytokines et des facteurs de croissance retrouvés dans les 
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lésions, comme le TNF-a. et l'IL-l~, activent le NF-KB in vitro dans les différents 
types cellulaires comme les macrophages, les lymphocytes, les cellules 
musculaires lisses et les cellules endothéliales vasculaires [418]. Enfin, plusieurs 
gènes modulés par le NF-KB codent pour des protéines qui jouent un rôle crucial 
dans l'athérogenèse, comme par exemple le TNF-a., l'IL-l, le M-CSF, le facteur 
tissulaire et les molécules d'adhésion ICAM-l, VCAM-I et E-sélectine [418]. 
L'altération du statut rédox par les aldéhydes et les LDL oxydées module 
le NF-KB dans les cellules endothéliales et immunitaires [407,419,420]. 
L'activation du NF-KB par le stress oxydatif s'effectue par un mécanisme 
impliquant sa dissociation du IKB, sa sous-unité inhibitrice, au niveau du cytosol. 
Ceci permet au NF-KB d'être transloqué au noyau où il lie une séquence d'ADN 
qui lui est spécifique. Un milieu oxydé favorise l'activation du NF-KB, mais il a 
aussi été démontré que les ROS peuvent directement l'induire en agissant comme 
seconds messagers [421], un mécanisme dont la validité est par contre sujet de 
controverses [422]. De plus, plusieurs travaux effectués in vitro démontrent que 
les LDL oxydées affectent les gènes stimulés par le NF-KB, comme les cytokines 
inflammatoires et les facteurs de croissance [173,423], et que l'expression du NF-
KB peut être inhibée par des antioxydants [424]. 
173 
1.3.7.2 «Activator protein-l» (AP-l) 
Parallèlement, le stress oxydatif induit par les ROS, les aldéhydes ou les 
oxLDL stimule l' «activator protein-l» (AP-1), un autre facteur de transcription 
sensible à l'oxydation [425-429] dont l'expression est diminuée par les 
antioxydants [430]. L'activité de l'AP-1 est contrôlée par des mécanismes 
transcriptionnels et post-traductionnels en réponse à une variété de stimuli, 
incluant des facteurs mitogènes, des esters de phorbol et des signaux de 
différenciation cellulaire [418]. Dans les cellules endothéliales, le H20 2, les LDL 
et les oxLDL activent la liaison de l'AP-1 à l'ADN [431-433]. Au niveau des 
cellules musculaires lisses, les oxLDL, le H20 2 et le HNE ont tous induit 
l'expression d'AP-1 ou sa liaison à l'ADN [428,434,435]. De plus, les «activator 
protein-1 binding elements» sont des domaines de liaison retrouvés au niveau des 
promoteurs de plusieurs gènes de l'inflammation vasculaire, comme la MCP-1 et 
la ICAM-1 [409,434-438]. li existe très peu d'informations concernant les 
mécanismes exacts de l'activation de l'AP-1 par le stress oxydatif, mais il est 
possible que des modifications post-transcriptionnelles modulent aussi son 
activité [418]. 
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1.3.7.3 «Peroxisome proliferator-activated receptors» (PP ARs) 
Les ligands activateurs des pp ARs démontrent généralement des effets 
antioxydants [304]. En effet, les PPARs peuvent réprimer la transcription de 
gènes en interférant avec la liaison à l'ADN des facteurs de transcription pro-
inflammatoires NF-KB et AP-l [189,282,439]. 
Le PPARy est présent dans toutes les cellules des lésions 
athérosclérotiques humaines [440]. De manière générale, les travaux portant sur 
le PPARy concluent que son activation induit des effets anti-inflammatoires et 
anti-athérogènes. En effet, il a été démontré qu'illimite l'induction de cytokines, 
comme le TNF-a et l 'IL-1~, dans les cellules inflammatoires [441,442]. 
Les ligands synthétiques des PPARa ont aussi des propriétés anti-
inflammatoires, par l'inhibition de NF-KB, ce qui peut contrer les effets du stress 
oxydatif [264,281]. En ce sens, il a été démontré que certaines des réponses 
inflammatoires des cellules musculaires lisses aortiques, soit l'IL-6, les 
prostaglandines et la cyclooxygénase-2, sont bloquées par des activateurs 
spécifiques des PPARa [281]. De plus, l'activation de PPARa chez la souris 
âgée rétablit l'équilibre rédox à un niveau similaire à celui des jeunes animaux, ce 
qui a pu être -déterminé par la réduction de la péroxydation lipidique tissulaire, 
des niveaux de NF-KB actif et de la production des cytokines [443]. 
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1.3.8 Épidémiologie des maladies cardiovasculaires et 
supplémentation en antioxydants 
Dans les études ayant comparé des populations affichant des valeurs de 
cholestérol plasmatique similaires, les taux de maladie et de mort 
cardiovasculaire varie, ce qui est relié à différents facteurs diététiques et non 
diététiques. Une découverte constante de ces études de populations est que la 
consommation d'une diète riche en antioxydants protège contre les maladies 
cardiovasculaires [444] et que les niveaux plasmatiques d'antioxydants reflètent 
ces bienfaits [445]. Ceci a mené à l'élaboration de nombreuses études 
investiguant l'impact des antioxydants alimentaires, et particulièrement de la 
vitamine E, sur les maladies cardiovasculaires. Les résultats obtenus dans les 
études animales ont permis d'anticiper'un bienfait des suppléments de ~itamine 
E. Par contre, de manière générale, les grandes études contrôlées et randomisées 
ont révélé des résultats décevants [128]. 
1.3.8.1 Études de cohortes prospectives 
Les grandes études de cohorte prospectives ont examiné la relation entre 
les apports rapportés en antioxydants et les taux de maladies cardiovasculaires. 
Dans l'étude de population effectuée sur 87,000 infirmières, la «Nurses' Health 
Study» [4~6] et dans l'étude de population de 40,000 hommes, la «Health 
Professionnals' Follow-up Study » [447], des bienfaits cardiovasculaires ont été 
observés avec un supplément de vitamine E de l'ordre de 100 UI/jour, mais les 
faibles doses de vitamine E se sont avérées inefficaces. En contraste, une étude 
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de population effectuée sur 35,000 femmes post-mén.opausées a démontré une 
diminution significative du risque cardiovasculaire avec une augmentation 
modeste de l'apport alimentaire en vitamine E, sans supplémentation [448]. 
De manière similaire à la situation observée avec la vitamine E, les 
évidences reliant la vitamine C à la protèction cardiovasculaire sont 
inconsistantes. Certaines études de cohorte prospectives rapportent que des 
apports élevés ou la supplémentation en vitamine C alimentaire sont associés à la 
réduction du risque cardiovasculaire (n=8), alors que d'autres études ne 
rapportent pas d'association entre la vitamine C et l'incidence cardiovasculaire 
(n=8) [128]. 
1.3.8.2 Études randomisées contrôlées : prévention primaire 
La plupart des études cliniques qui ont étudié la protection antioxydante 
contre les maladies cardiovasculaires ont porté leur attention sur la vitamine E, se 
basant entre autres sur les études scientifiques décrivant la péroxydation lipidique 
comme un déterminant clef du développement de l'athérosclérose. 
En résumé, parmi les essais cliniques majeurs, deux études ont investigué 
les effets d'une supplémentation en vitamine E sur le développement des 
maladies cardiovasculaires, les événements du myocarde et des accidents 
vasculaires cérébraux. Pour ces deux études, 50 ou 448 UI/jour de vitamine E, ou 
un placebo, étaient donnés. Les populations variaient entre 4,500 à 29,000 sujets 
qui présentaient tous des facteurs de risque vasculaire. Ces études n'ont pas pu 
démontrer d'effet bénéfique de la supplémentation en vitamine E sur le risque 
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cardiovasculaire. De plus, l'étude «Alpha-Tocopherol Beta Carotene Cancer 
Prevention (ATBC) Study » [449] n'a rapporté aucun effet de la vitamine E sur 
l'incidence des événements du myocarde. Pire encore, une augmentation des 
accidents vasculaires cérébraux hémorragiques avec la supplémentation en 
vitamine E a été observée dans cette étude de population. La« Collaborative 
Primary Prevention Project » (PPP) n'a, de manière similaire, montré aucun effet 
de la vitamine E sur la mort cardiovasculaire [450]. 
En plus des points cliniques traditionnels (AVC, mort cardiovasculaire, 
événements du myocarde), l'épaisseur carotidienne de l'intima à la média (EIM) 
a été utilisée comme marqueur du développement de l'athérosclérose. L'étude 
«Antioxydant Supplementation in Atherosclerosis Prevention» (ASAP) a 
examiné les effets de la vitamine E et de la vitamine C. À la suite d'un suivi de 3 
ans, le taux de progression de l'épaisseur de l'intima à la média n'a pas diminué 
suite à la supp1émentation avec ces antioxydants [450,451]. L'étude« Vitamine 
E Atherosclerosis Prevention Study» (VEAPS) a investigué les effets d'une 
supplémentation avec l'a-tocophérol chez, des femmes avec des niveaux élevés 
de LDL-cholestérol ne présentant pas de signes ou de symptômes de maladies 
cardiovasculaires. Chez ces sujets, la supplémentation n'a pas diminué la 
progression de la maladie [450-452]. Dans une autre étude effectuée chez des 
patients homozygotes pour l'hypercholestérolémie familiale, l'administration de 
suppléments de vitamine E pendant deux ans n'a pas ralenti la progression de la 
maladie, alors que les statines ont permis une amélioration. De ces études, nous 
retenons que la supplémentation en vitamine E n'a pas réussi à ralentir ou à 
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inhiber le développement de l'athérosclérose chez les hommes et les femmes 
1 
présentant un faible risque cardiovasculaire. 
Table 6. Études cliniques sur la supplémentation en vitamine E et les maladies 
cardiovasculaires : prévention primaire 
Essai Sujets Histoire Suivi Vitamine E Observations Risque 
relatif 
ATBC 29,133 H, fumeurs 6,1 50 mg (D,L- IM/MCV fatal 0.94 (0.70-
ans a) 1.25) 
ppp 4,495 Risque élevé de 3,6 300 mg (D,L- Mortalité MCV 1.07 (0.74-
MCV ans a) 1.56) 
ASAP 260 H/F, CHOL ~5 3,0 91 mg (D-a) Progression 0.56 (0.23-
mM ans EIM 1.36) 
VEAPS 353 H/F, CHOL ~ 3,4 3,0 268 mg (D,L- Progression 1.74* 
mM ans a) EIM 
* Effet significatif 
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1.3.8.3 Études randomisées contrôlées : prévention secondaire 
À ce jour, six essais cliniques de prévention secondaire ont été conduits 
pour investiguer les effets de la supplémentation de vitamine E chez les patients 
avec maladies cardiovasculaires préexistantes. Parmi celles-ci, deux études ont 
démontré un effet favorable de la vitamine E. L'étude« Cambridge Heart 
Antioxydant Study» (CHAOS) a rapporté une réduction majeure du risque 
d'infarctus du myocarde (lM) non fatal par la supplémentation, alors qu'elle a 
causé une augmentation non significative du risque d'infarctus du myocarde fatal 
[453]. De manière similaire, dans un petit groupe de patients sous hémodialyse 
(étude SPACE), les suppléments de vitamine E ont diminué les taux d'infarctus 
du myocarde [454], ce qui permet de supposer que pour certains patients, comme 
par exemple ceux avec insuffisance rénale présentant peut-être un stress oxydatif 
plus élevé, un supplément de vüamine E pourrait être bénéfique. 
L'étude ATBC n'a permis de démontrer aucun effet bénéfique sur les 
événements cardiovasculaires en prévention secondaire [455]. L'étude« GISSI 
Prevenzione trial » a étudié les effets de la supplémentation en vitamine E et en 
acides gras polyinsaturés oméga-3 chez Il,000 patients avec une histoire récente 
d'infarctus du myocarde [456]. Cette étude a démontré que la consommation 
d'acides gras polyinsaturés diminue le risque d'événements cardiovasculaires, 
alors que la vitamine E seule n'a pas eu d'effet. La combinaison de vitamine E et 
des acides gras n'a pas apporté le bénéfice additionnel attendu. 
Dans l'étude «Heart Outcomes Prevention Evaluation» (HOPE), les 
patients souffrant de maladies cardiovasculaires ou de diabète et d'un autre 
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facteur de risque ont reçu un supplément de vitamine E ou un inhibiteur de 
l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ramipril), ou une combinaison des 
deux [457]. Le traitement avec la vitamine E n'a pas affecté les événements 
cardiovasculaires, alors que le ramipril a significativement réduit le risque 
d'infarctus du myocarde, de mort cardiovasculaire et d'accidents vasculaires 
cérébraux. De la même manière, une sous-étude (SECURE) de l'étude HOPE, 
n'a pas permis de démontrer un effet bénéfique de la vitamine E sur la 
progression de l'EIM en prévention secondaire, alors que le ramipril l'a 
significativement réduite [458]. En parallèle, une méta-analyse des différentes 
études randomisées et des essais cliniques impliquant la vitamine E, considérant 
un total de 81,788 patients, a conclu que la supplémentation en vitamine E ne 
réduit pas les risques cardiovasculaires [459]. 
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Table 7. Études cliniques sur la supplémentation en vitamine E et les maladies 
cardiovasculaires : prévention secondaire 
Essai Sujets Histoire Suivi Vitamine Observations Risque 
E relatif 
CHAOS 2,002 Patients avec 1,4 800/400 Mortalité MVC 1.18 
MCV an UI (0.62-
lM non fatals 2.27) 
0.23* 
(0.11-
0.47) 
ATBCsous- 1,862 H, fumeurs 5,3 50 mg Événements 0.97 
GROUPE ans (D,L-a) coronariens (0.80-
1.19) 
GIS SI 11,324 lM récent 3,5 300 mg Mortalité MCV, 1.00 
ans (D-a) lM non fatals (0.88-
1.14) 
HOPE 9,541 MCV 4,5 400Ul Mortalité MCV 1.05 
ans (0.95-
1.16) 
SPACE 196 Hémodialyse + 1,4 800Ul MCV,IM 0.46 * 
MCV an (0.27-
0.78) 
SECURE 732 MCV 4,5 400Ul Progression EIM 1.03 
ans 
* Effet significatif 
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1.3.8.4 Vitamine E en combinaison avec d'autres antioxydants 
L'effet de la vitamine E sur la santé cardiovasculaire a aussi été examiné 
en combinaison avec d'autres antioxydants, tant en prévention primaire que 
secondaire. Dans l'étude ASAP, la combinaison de vitamine C et E a été testée et 
a permis de diminuer significativement la progression de l'épaisseur intima-
média [451]. Chez les femmes post-ménopausées (étude WAVE), la progression 
de l'athérosclérose coronaire a été aggravée de manière non significative avec un 
apport quotidien de 800 UI de vitamine E combiné à 1 g de vitamine C pour 2,8 
ans, comparativement au placebo [460]. L'étude clinique ATBC a utilisé, chez 
les hommes, une combinaison de vitamine E et de ~-carotène dans une stratégie 
de prévention secondaire, mais aucun effet bénéfique coronaire majeur n'a été 
trouvé [455]. La grande étude de prévention secondaire «MRCIBHF Heart 
Protection Study» a examiné les effets d'une combinaison d'antioxydants 
(vitamines E et C et ~-carotène) ; alors que la supplémentation a augmenté les 
niveaux plasmatiques en antioxydants, aucune réduction significative de la 
mortalité ou de l'incidence des maladies vasculaires, ni autre résultat majeur, 
n'ont pu être démontrés [461]. 
Deux autres études ont investigué la combinaison de suppléments 
d'antioxydants et d'une thérapie visant à abaisser les lipides sanguins. Dans 
l'étude de prévention secondaire «RDL Atherosclerosis Treatment Study» 
(RATS), les sujets ont soit reçu un traitement combinant une statine et la niacine, 
soit un traitement antioxydant (vitamine C, a-tocophérol, ~-carotène et 
sélénium), soit les deux. La supplémentation seule en antioxydants n'a pas eu 
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d'effet bénéfique et, lorsqu'utilisés en combinaison avec le simvastatin et la 
niacine, les antioxydants ont annulé les effets bénéfiques des médicaments sur le 
profil lipidique et la progression de la sténose. De plus, la combinaison des 
antioxydants avec le simvastatin n'a pas ajouté d'effet bénéfique à ce dernier 
[461]. 
En résumé, des apports alimentaires élevés en vitamines E et C sont 
associés à la réduction du risque cardiovasculaire. Par contre, les études 
d'intervention portant sur le développement de l'athérosclérose indiquent que la 
supplémentation en vitamines E et C n'apporte pas d'effet bénéfique sur la 
progression de la maladie. Toutefois, il pourrait être possible que certaines sous-
populations de patients puissent bénéficier d'une supplémentation. 
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Table 8. Études cliniques sur la combinaison de suppléments d'antioxydants et 
les maladies cardiovasculaires 
Essai Histoire des Suivi Antioxydants Observations 
sujets (Intervalle de confiance 
à95%) 
ASAPlPrimaire 128 H, CHOL ~ 3,0 Vitamine E (D-a, 91 50% diminution de la 
5mM ans mg), vitamine C progression EIM 
(250 mg) 
W AVE/Secondaire 423 F post- 2,8 Vitamine E (800 UI), Progression non 
ménopausées, ~ ans vitamine C (1 g) significative de 
15-75% sténose l'athérosclérose 
coronaire 
HA TS/Secondaire 73, Maladie 3,5 Vitamine E (800 VI), Pas de différence sur 
coronarienne ans vitamine C CI g), ~- les événements 
carotène (25 ,mg), cardiovasculaires avec 
sélénium (100 Ilg) le placebo 
HPS/Secondaire 20,536, Maladie 5,5 Vitamine E (600 Pas d'effets sur les 
coronarIenne ans mg), vitamine C événements vasculaires 
(250 mg), ~-carotène majeurs et les A VC 
(20 mg) 
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D'une manière globale, les essais cliniques ont échoué dans leur but de 
démontrer un effet protecteur des antioxydants chez les humains. Cet échec peut 
être expliqué par différents facteurs. En effet, il est encore très difficile 
d'identifier les sujets qui présentent un débalancement entre la production de 
ROS et les défenses antioxydantes et qui pourraient bénéficier d'une thérapie 
antioxydante. De plus, la majeure partie des patients enrôlés dans ces études 
cliniques ont une maladie cardiovasculaire établie. L'intervention antioxydante 
pourrait s'avérer trop tardive pour être efficace. Dans la plupart des études 
animales, le traitement antioxydant est administré avant l'initiation de la maladie. 
Ceci suggère que la thérapie antioxydante pourrait être bénéfique comme mesure 
préventive, plutôt que comme outil thérapeutique. Le peu de connaissances sur le 
dosage optimal des différents antioxydants s'avère aussi un handicap. De plus, la 
biodisponibilité et la distribution des antioxydants administrés pourraient aussi 
limiter leur utilité. Afin d'être efficaces, les antioxydants doivent atteindre les 
compartiments cellulaires, où les ROS sont générés; pour plusieurs cellules 
vasculaires, il s'agit du cytoplasme et des vésicules. Parce que la vitamine E est 
liposoluble; les niveaux de vitamine E plasmatique ne reflètent pas 
nécessairement son action dans la lumière vasculaire ou sa capacité à pénétrer les 
membranes intracellulaires. Même si la vitamine C est liposoluble et de ce fait a 
accès aux compartiments intracellulaires, sa fenêtre d'absorption demeure étroite. 
Une augmentation de son administration orale pourrait même diminuer sa 
biodisponibilité. Le fait que tous les antioxydants peuvent devenir des oxydants 
dans certains environnements et à des doses particulières constitue une autre 
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complication. Par exemple, à forte dose, la vitamine C augmente les dommages à 
]' ADN chez les volontaires en santé [406] et la vitamine E peut se comporter 
comme un pro-oxydant chez les fumeurs [462]. L'échec thérapeutique avec les 
antioxydants classiques a mené à la recherche de nouveaux composés plus 
efficaces. Par exemple, le nouvel antioxydant succinobucol (AGI-1067) a 
apporté des résultats prometteurs dont les issues cliniques sont à suivre [463] 
[406]. Un rapport très récent rapporte que l'AGI-1067 permet la régression de 
l'athérosclérose et la diminution de l'inflammation chez les patients traités [464]. 
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1.4 Choix des modèles in vitro 
1.4.1 Système pro-oxydant fer-ascorbate 
Dans la présente étude, le système utilisé pour engendrer un stress 
oxydatif et une péroxydation lipidique, sans l'implication des oxLDL, est celui du 
fer-ascorbate. Le fer est un catalyseur connu de l'oxydation des molécules 
biologiques, comme les protéines, l'ADN et les lipides [465]. Cet oligo-élément 
est peu abondant dans l'organisme (2 à 6 g), mais est essentiel à de nombreux 
processus physiologiques [466]. 
À la suite de son ingestion, le fer, sous forme de Fe2+, est absorbé sous le 
contrôle rigoureux de la muqueuse intestinale. Il est transporté dans la circulation 
vers les tissus par la transferrine, une ~1-globuline glycoprotéinée synthétisée par 
le foie. Alors que le catabolisme des érythrocytes libère environ 25 mg de fer par 
jour, l'homme adulte en bonne santé n'en perd qu'un mg quotidiennement. 
L'emmagasinage du fer dans les tissus s'effectue grâce à la ferrititne ; plus les 
réserves corporelles en fer sont augmentées, plus on trouve des concentrations 
élevées de ferritine dans les tissus. Cependant, lors de la surcharge en fer, le 
plasma qui ne renferme généralement que peu de ferritine, voit sa concentration 
augmenter, ce qui est un indicateur des réserves corporelles de fer [467,468]. 
L'excès de fer peut être dangereux, car il promeut la génération de 
radicaux libres qui, par la suite, entraînent des dommages aux différents tissus. 
Dans des conditions normales, la majorité des molécules de fer sont complexées 
aux protéines d'hémoglobine, de myoglobine et de transferrine empêchant ainsi 
188 
leur toxicité. De leur côté, les cellules sont protégées des effets péroxydatifs du 
fer par la présence assidue de la ferritine. Cependant, des molécules de faibles 
poids moléculaires sont capables de détacher le fer de ces protéines, à savoir le 
citrate et l'ascorbate. En outre, l'anion superoxyde peut soustraire le fer à la 
ferritine [469-471] et le péroxyde d'hydrogène peut mobiliser le fer de l'hème 
[470,472]. De plus, le fer sérique est augmenté dans des maladies héréditaires 
comme l'hématochromatose et des réserves abondantes en fer sont souvent 
accompagnées de désordres cardiovasculaires, car il peut péroxyder les particules 
de LDL [473,474]. Aussi, une charge élevée en fer consiste en un modèle de 
stress oxydatif bien établi chez les rats [475]. 
TI a été proposé que l'oxydation des lipides par le fer est induite par la 
formation des radicaux hydroxyles (OH-) via la décomposition du péroxyde 
d'hydrogène (H20 2) par les ions ferreux, qui réagissent subséquemment avec les 
lipides polyinsaturés afin d'initier une réaction en chaîne menant à la formation 
des hydropéroxydes lipidiques (LOOH) [476]. L'acide ascorbique peut amplifier 
le potentiel oxydatif du fer en permettant sa réduction, entraînant la regénération 
du système [477-479]. Différents travaux ont souligné la combinaison de l'acide 
ascorbique et des métaux, incluant le fer, dans l'implication de l'oxydation des 
lipides insaturés in vivo [480-483] et dans les composantes alimentaires [484]. 
Figure 32. Système pro-oxydant fer-ascorbate et péroxydation lipidique 
Étape] : Réaction de Fenton 
Étape 2 : Attaque d'un hydrogène de la chaîne d'acide gras par le radical 
hydroxyle (OH-) 
LU + OH- ~ L - + " 20 
Étape 3 : Génération d'un radical lipidique péroxyle (LOO-) : 
L-+ 0 2 ~ LOO -
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Étape 4: Propagation de la réaction en chaîne et formation d'un hydropéroxyde 
lipidique (LOOH) 
LOO - + LH ~ L - + LOOH 
Étape 5: Réduction du fer ferrique par l'ascorbate 
Figure 32: Le système pro-oxydant fer-ascorbate induit la péroxydation 
lipidique par la production des radicaux hydroxyles et ascorbyles. La réduction 
du fer ferrique par l'ascorbate permet la regénération du système. 
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Dans notre système de génération de radicaux libres, le fer-ascorbate est 
placé dans le milieu de culture; le Fe2+ peut ainsi réagir avec le H20 2 relâché par 
les cellules macrophagiques THP-l [485] ou HUVEC [486]. Les radicaux 
hydroxyles ainsi formés peuvent attaquer les lipides membranaires, entraînant la 
péroxydation lipidique. 
Les radicaux hydroxyles sont hautement réactifs et, conséquement, ont 
une courte demi-vie (approximativement 10-9 secondes) [487]. Ces radicaux 
peuvent virtuellement endommager tous les types de macromolécules telles les 
hydrates de carbone, les acides nucléiques, les lipides et les acides aminés [488]. 
Lorsque le plasma humain est exposé à des oxydants hydrosolubles, l'acide 
ascorbique dans le plasma disparaît rapidement et la péroxydation lipidique 
débute. Les niveaux de radicaux ascorbyles sont élevés chez les rats ayant reçu 
un agent pro-diabétique [489] et le ratio radical ascorbyle/acide ascorbique 
augmente lorsqu'une charge en fer est induite aux rats, ce qui indique la présence 
de stress oxydatif [490]. 
Dans notre modèle de péroxydation, nous avons utilisé des concentrations 
de 100 !lM de sulfate de fer, ce qui correspond à une quantité d'environ 5,5 mg 
de fer. Chez les rats, le contenu en fer plasmatique se trouve entre 32 et 213 !lM 
[475] et, chez un homme de taille moyenne en bonne santé, la quantité de fer 
transportée dans l'hémoglobine est d'environ 2 g [466]. De plus, nous avons 
utilisé des concentrations de 1000 !lM d'acide ascorbique. li est connu que, avec 
une concentration plasmatique de l'ordre de 57 !lM, les réserves corporelles 
maximales d'ascorbate peuvent être atteintes chez 95% des hommes ayant des 
191 
apports de 100 mg/jour [491]. Toutefois, les concentrations plasmatiques 
peuvent être plus élevées, pouvant atteindre 227 ~M. 
1.4.2 Modèles cellulaires 
Afin de tester nos hypothèses de recherche, nous avons utilisé 
principalement deux modèles cellulaires bien caractérisés: les THP-l et les 
HUVEC. Les THP-I consistent en une lignée immortalisée de monocytes, 
lesquels peuvent être différenciés en macrophages en présence de «phorbol 
myristate acetate» (PMA) [492]. Les macrophages ainsi formés présentent les 
caractéristiques typiques des macrophages humains [298,493-497] et, fait 
important pour la réalisation de nos travaux, ils transportent le cbolestérol et 
expriment les différents récepteurs au cholestérol et aux lipoprotéines des 
macrophages [214,498,499]. Les cellules THP-l ont été utilisées dans plusieurs 
études portant sur le transport de cholestérol et le développement de 
l'athérosclérose [500-503]. 
Les cellules HUVEC ont été choisies comme modèle de cellules 
endothéliales vasculaires, car elles sont d'origine humaine et elles expriment les 
transporteurs de cholestérol d'intérêt pour nos études [504]. De plus, des 
expériences sur le métabolisme du cholestérol avaient déjà utilisé ce modèle 
cellulaire [258] qui est aussi fréquement retrouvé dans les études portant sur le 
stress oxydatif et J'athérosclérose [505-507]. Elles ont été préférées aux cellules 
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endothéliales vasculaires «Human aortic endothelial cells» (HAEC) qui ne sont 
pas d'origine ombilicale, étant donné que la mise en culture de ces dernières 
s'avère beaucoup plus longue et fastidieuse. 
2. BUTS ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 
L'importance des oxLDL dans la pathogenèse de l'athérosclérose soulève 
un intérêt concernant l'implication du phénomène oxydatif dans son 
développement. En effet, il a été postulé que le statut oxydatif des différentes 
cellules impliquées dans l'athérosclérose (cellules endothéliales vasculaires, 
monocytes/macrophages et cellules musculaires lisses) peut influencer leur 
prédisposition à développer des lésions. En ce sens, il a déjà été démontré que les 
dérivés réactifs de l'oxygène sont impliqués dans plusieurs aspects de la 
dysfonction endothéliale et de l'athérogenèse en modulant l'expression de gènes 
qui influencent le tonus vasculaire, le recrutement des monocytes dans la paroi 
artérielle, la prolifération cellulaire et l'apoptose [418,508,509]. Le statut 
oxydatif intracellulaire altère effectivement les réponses inflammatoires des 
macrophages [510] ainsi que l'expression des molécules d'adhésion par les 
cellules endothéliales [511], deux types cellulaires dont les interactions se 
retrouvent au cœur de l'initiation de l'athérosclérose. De plus, les différents 
facteurs de nsque de l'athérosclérose (hypercholestérolémie, diabète, 
hypertension, tabagisme et vieillissement) sont tous associés à une élévation de la 
production de ROS [512]. 
L'athérosclérose consiste en une maladie lipidique, caractérisée entre 
autres par une accumulation abondante de cholestérol dans les lésions. De ce fait, 
les mécanismes de transport cellulaire de cholestérol revêtent une importance 
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, capitale dans la physiopathologie de la maladie. L'effet du stress oxydatif sur ce 
mécanisme demeure toutefois peu connu. 
Plusieurs récepteurs sont impliqués dans le processus de transport de 
cholestérol, et parmi eux, on retrouve l'ABCAI et le SR-BI qui sont exprimés 
dans toutes les cellules de la paroi vasculaire [214], mais leur rôle n'a pas encore 
été bien caractérisé. De plus, malgré l'avancement des connaissances concernant 
les mécanismes impliqués dans la formation de l'athérosclérose et de leur 
modulation par le strèss oxydatif, très peu d'études ont cerné son impact sur les 
récepteurs ABCAl et SR-BI dans la pathogenèse de la maladie. 
Dans ce contexte, l'objectif global de l'étude consiste à déterminer 
l'impact du statut oxydatif des macrophages THP-l et des cellules aortiques 
endothéliales HUVEC sur (l) leur prédisposition à des processus 
athérosclérotiques impliquant entres autres le transport du cholestérol; (2) la 
régulation des principaux récepteur de cholestérol, dont l'ABCAl et le SR-BI; 
(3) les interactions entre les monocytes et les cellules endothéliales; (4) les 
processus inflammatoires ; et (5) les défenses antioxydantes cellulaires. Ceci 
permettra de définir, avec plus de précision, les mécanismes par lesquels le stress 
oxydatif régit l'activité des macrophages et des cellules endothéliales vasculaires 
et son implication dans les étapes précoces de l' athérogenèse. 
Le premier but de notre étude consiste à' évaluer l'impact de la 
péroxydation lipidique, induite avec le système pro-oxydant fer-ascorbate, sur le 
transport de cholestérol dans les macrophages THP-l. Nous avons exploré 
l'influence du stress oxydatif sur les processus d'influx et d'efflux de cholestérol, 
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sur la régulation des récepteurs ABCAl, SR-BI et sur d'autres récepteurs 
importants impliqués dans les échanges de cholestérol (CD36 et SR-AI/II). Pour 
compléter le tableau, nous avons investigué les mécanismes gouvernant la 
mobilité du cholestérol, soit les facteurs de transcription PP ARs et LXRs. Les 
observations du premier article vérifient nos hypothèses de travail, soit que la 
péroxydation lipidique amplifie la prédisposition des macrophages à devenir des 
cellules spumeuses, suite à la diminution de l'ABCAI et de l'efflux de 
cholestérol ainsi qu'à la stimulation de SR-BI, d'autres récepteurs éboueurs 
(CD36, SR-AI/II) et de l'influx de cholestérol. Nous proposons aussi que les 
modifications des facteurs de transcription à l'étude constituent les mécanismes 
déclenchés par le stress oxydatif. 
Puisque l'endothélium vasculaire représente la première ligne conduisant 
aux maladies cardiovasculaires, nous avons dans une deuxième étape examiné si 
l'état péroxydatif des cellules endothéliales les incline à développer 
l'athérosclérose. Plus spécifiquement, nous avons vérifié, dans les HUVEC, si le 
stress oxydatif dérange le flux de cholestérol et ses transporteurs comme 
l'ABCAl, le SR-BI et le LOX-l. La nature des mécanismes moléculaires 
impliqués dans cette régulation a été investiguée en ciblant les facteurs de 
transcription PPARs et LXRs. Nous avons testé l'hypothèse de travail selon 
laquelle la péroxydation lipidique entraîne (1) une diminution de l'efflux en 
lipides en inhibant, entre autres, l'expression de l'ABCAl; (2) provoque des 
changements des facteurs de transcription ; (3) module les molécules 
d'inflammation comme la VCAM-l, la ICAM-l, la E-sélectine, la P-sélectine et 
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la MCP-l; et (4) amplifie l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales 
vasculaires. Les conclusions de cette partie de notre travail sont rapportées par le 
deuxième article. 
Dans un troisième temps, notre avons tenté d'évaluer les réponses 
cellulaires des macrophages au stress oxydatif. Les macrophages permettent la 
réponse inflammatoire et participent à toutes les étapes du développement de 
l'athérosclérose. Toutefois, leur réaction au stress oxydatif et l'ampleur de leur 
capacité de défense antioxydante demeurent énigmatiques. Nous avons donc 
évalué de quelle façon la péroxydation lipidique des macrophages THP-1 
perturbe les différentes enzymes antioxydantes, l'équilibre rédox et les réponses 
inflammatoires, comme le TNF-a et le NF-KB. Nous avons avancé l'hypothèse 
que les macrophages possèdent une capacité accrue de s'adapter au stress 
oxydatif. Cette partie de notre travail se retrouve dans le troisième article de la 
section subséquente. 
Les articles inclus dans ce document représentent la majeure partie du 
travail de doctorat de }'auteure principale de cette thèse. La quasi-totalité des 
expériences et de l'écriture des articles a été réalisée par }'auteure principale. 
3. ARTICLE 1 
Article publié dans Circulation Research, 2006, 72 (3) : 473-482 
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ABSTRACT 
OBJECTIVES: Understanding the mechanisms involved in oxidative stress-
induced foam cell formation is of fundamental importance for atherosclerosis. 
Our aim was to characterize the effects of oxidative stress on key receptors of 
macrophage cholesterol homeostasis, on the nuclear transcription factors pp AR 
and LXR regulating their expression, and on macrophage cholesterol handling. 
METHODS AND RESULTS: The incubation of macrophages derived from the 
human monocyte cell line THP-I' with iron (100 microm)/ascorbate (1000 
microm) for a period of 4 h induced a strong peroxidation, as demonstrated by the 
elevation of malondialdehyde (220%, P < 0.001). The production of lipid 
peroxidation affected cholesterol efflux, which was probably due to decreased 
ABCAI gene and protein expression. On the other hand, cholesterol influx 
remained unchanged as did the rnRNA and protein levels of SR-BI'and CD36, 
important protein receptors that participate in cholesterol import. Experiments 
using RT-PCR showed that the ABCAI modulation was orchestrated by the 
nuclear receptors LXRalpha, LXRbeta, PPARalpha, and PPARgamma. Treatment 
with powerful antioxidants (Trolox and BHT) prevented the adverse effects of 
iron-ascorbate on cholesterol movement, conceivably supporting the role of 
oxidative stress. CONCLUSION: Our results show that oxidative stress can 
directly be induced in macrophages and concomitantly impairs the expression of 
receptors involved in cholesterol flux, which could influence foam cell formation 
and atherosclerosis development. 
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INTRODUCTION 
Cardiovascular complications are characterized by endothelial dysfunction and 
accelerated atherosclerosis, and remain among the leading causes of morbidity 
and mortality. Reactive oxygen species generated in and around vascular 
endothelium appear as important causative factors in endothelial dysfunction 
underlying the development of atherosclerosis [1]. In fact, oxidized lipids and 
lipoproteins in the arterial wall increase adhesion molecules, recruitment of 
mononuclear cells to the endothelium, and inflammation response and foam cell 
formation, potentially leading to acute plaque rupture, thrombosis and ischemic 
heart disease [2]. 
A key determinant of the atherosclerotic lesion occurrence consists in foam ceIl 
formation, which is associated with enhanced macrophage cholesterol [3] and 
probably reflects imbalance between lipid influx and efflux. The acquisition and 
evacuation of cholesterol by macrophages is mediated by a number of cell surface 
receptors, including scavenger receptor class B type 1 (SR-BI), CD36 and ATP-
binding cassette Al (ABCAI) [4-6]. The first step in the reverse cholesterol 
transport is linked to ABCAl, a transmembrane protein mediating lipid efflux from 
cells to apolipoproteins (apo). Mutations in the ABCAI gene, discovered in 
patients with Tangier disease and familial high-density lipoprotein (HDL) 
deficiency, caused impaired cholesterol efflux to apo A-l, which results in a near 
absence of plasma HDL [7]. It has been concluded that ABCAI plays an important 
role in cholesterol homeostasis and atherogenesis. 
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SR-BI, a member of the CD36 superfamily, is predominantly expressed in the liver 
and steroidogenic tissues, where it mediates selective uptake of cholesteryl ester 
from HDL [8, 9]. SR-BI is also expressed in macrophages, including tissue 
macrophages, monocyte-derived macrophages, and macrophages in atherosclerotic 
lesions [10, 11]. SR-BI plays a dual role in macrophages, as it has been described 
that il can bind and intemalize modified lipoproteins [6] and also mediate the efflux 
of free cholesterol to HDLs [12]. The regulation of SR-BI in response to sterol 
loading is still a matter of debate [13, 14]. 
CD36 consists in a scavenger receptor which is expressed, among other celI types, 
in monocytes and macrophages. It has been identified to bind and intemalize 
oxidized low-density lipoproteins (oxLDL), but also a broad variety of ligands 
including anionic phospholipids, apoptotic ceUs, long-chain fatty acids and other 
modified LDL [14-16]. CD36 recognizes lipid moieties of oxLDL and seems to be 
the dominant scavenger receptor in the uptake of oxLDL by macrophages during 
foam ceU [14, 15, 17-21]. Additionally, growing evidence suggests that peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPARs) exert antiatherogenic effects by enhancing 
cholesterol efflux via activation of the liver X receptor (LXR)-ABCAI pathway 
[22, 23]. Although numerous reports have emphasized the remarkable capacity of 
oxLDL to trigger proatherogenic events, liltle is known about the direct effect of 
oxidative stress per se on atherogenesis without the involvement of LDL, which 
may not be obligatory in the induction of vascular lesions [24]. The main objective 
of the present investigation was, therefore, to determine the role of iron-ascorbate-
mediated lipid peroxidation in cholesterol influx and efflux in macrophages. 
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Furthennore, the gene and protein expression of SR-BI, ABCAI and CD36 were 
examined. Finally, the gene expression of PPARa., PPAR~ and PPARy, as weIl as 
LXRa. and LXR~ were assessed. 
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METHons 
THP-I Cell Culture 
THP-l human monocytes (American Type Culture Collection (ATCC) TIB 202) 
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 
10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 
100 ~g/ml streptomycin and 0.05 mM 2-mercaptoethanol. The cell line was 
cultivated at 37°C, 95% humidity and 5% CO2 and used bet~een passages 4 and 
12. Cells (lx106 cells/ml) were differentiated into macrophages in 100 mm-dishes 
by the addition of 100 ng/ml phorbol 12-mysistate 13-acetate (Sigma) for a 72-hour 
period. 
Isolation of Monocytes 
Monocytes were isolated from buffy coats as described previously [25]. Purified 
monocytes were differentiated into macrophages by culturing them with 100 ng/ml 
phorbol 12-myristate 13-acetate and 10% human serum (v/v) for 9-10 days. Culture 
conditions of human macrophages were similar to those prevailing in THP-l. 
Estimation of Lipid Peroxidation 
THP-l cells were incubated for 4 hours in the presence or absence of Fe2+ (100 
JlM)-ascorbate (1000 JlM) and the antioxidants Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,9-
tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid, 0.5 mM) and butylated hydroxytoluene. 
(2,6-di-t-butyl-p-cresol, BHT, 0.5 mM). The reaction was terminated by the 
addition of 0.2% BHT to measure malondialdehyde (MDA), as an index of lipid 
peroxidation. The amount of free MDA formed during the reaction was 
determined by HPLC as described previously [26]. Briefly, proteins were first 
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precipitated with a 10% sodium tungstate (Na2W04) (Aldrich Chemical) solution, 
and protein-free supernatant was then reacted with an isovolume of 0.5% 
thiobarbituric acid (Sigma) solution at 90°C for 60 min. After cooling to room 
temperature, chromogene was extracted with I-butanol and dried ov.er a stream of 
nitrogen at 37°C. The dry extract was then resuspended in KH2PO,Jmethanol 
(70:30, pH 7.0) mobile phase before MDA detection by HPLC. 
Isolation and modification of lipoproteins 
Ruman LDL (1.019 < d < 1.063 g/ml) , HDL3 fraction (1.125 < d < 1.210 
g/ml) and lipoprotein-deficient serum (LPDS, d > 1.125 g/ml) were prepared from 
plasma of healthy human subjects and isolated by differential 
ultracentrifugation as described previously [27-29]. The lipoprotein fractions 
were dialyzed intensively against phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) 
containing 150 mM NaCI and 0.3 mM ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA). 
In order to generate oxLDL, plasma LDL (3 mg apo B/ml) was extensively 
dialyzed against PBS (pH 7.4) containing 150 mM NaCI and 5 [,lM EDTA and 
then incubated with 10 [,lM CUS04 for 18 hours at 37°C. Its modification was 
verified by its mobility on agarose gel electrophoresis (Paragon, Beckman 
Instruments). AlI lipoprotein fractions were filtered through a 0.2 [,lM Millipore 
membrane and stored at 4°C. 
Cholesterol-HDL3 uptake 
THP-l ceIls were cultured in 12-weIl plates at 1.8x 106 ceIls per weIl. After the 72-
hour differentiation period, ceIls were incubated for 4 hours at 37°C with or without 
Fe2+ -ascorbate and antioxidants in 0.5 ml RPMI. Then, ceIls were supplemented 
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with 5% v/v LPDS containing eH]-cholestery] hexadecyl ether-HDL3 (25 ~g/ml) 
for 4 hours. To determine the non-specific binding, cens and labeled-HDL3 were 
incubated in the presence of a 50-fold excess of unlabeled HDL3. The assays were 
essentially carried out as previously described [30]. 
Cholesterol efflux 
The differentiated cells were loaded with radiolabeled cholesterol by incubation for 
24 ho urs in 0.5 ml of supplemented RPMI with 5% v/v LPDS and 2.64 x 106 
dprnlml [14C]-cholesteryl oleate oxLDL (50 ~g apo B/ml). After a 16-hour 
equilibration period of time without radioactivity, cells were washed with PBS and 
treated for 4 hours with or without Fe2+ -ascorbate and antioxidants. cens were 
washed again a!1d incubated with HDL3 (25 ~g/ml) for 24 hours. The media were 
centrifuged at 4000 g for 10 min to remove any suspended or dead cens. The assays 
were performed as previously described [30]. Briefly, after incubation, cells were 
washed twice with cold PBS, detached from the plate by gentle pipetting with PBS 
solution containing anti-proteases (phenylmethylsulfonyl fluoride, pepstatin, 
EDT A, aminocaproic acid, chlorampehnicol, leupeptin, glutathione, benzamidine, 
dithiothreitol, sodium azide, and trasylol, ail at a final concentration of 1 mM) and 
homogenized by sonication on ice (3x lOs, lowest power setting). For each weIl, 
radioactivity was counted and protein was determined by Bio-Rad prote in assay kit 
with BSA as a standard. The specific uptake of CH]-cholesteryl hexadecyl ether-
HDL3 by cells was calculated by subtracting the non-specific value. 
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Western blot analysis 
To determine the protein expression of SR-BI, ABCAI and CD36, cells were 
homogenized and proteins (30 !lg) were denatured at 95°C for 5 min in SDS, 
dithiothreitol and p-mercaptoethanol-containing sample buffer, separated on a 4-
7.5% gradient SDS-PAGE, and electroblotted onto Hybond-C Extra nitrocellulose 
membranes (Amersham) [30]. The blots were then incubated overnight at 4°C in 
blocking solution with the antibodies for SR-BI (Novus Biologicals) (1:2000), 
ABCAI (Novus Biologicals) (1: 1000), CD36 (Santa Cruz Biotechnology) 
(1:200), and p-actin (Sigma-Aldrich) (l :5000). The relative amount of primary 
antibody was detected with species-specific horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody. Blots were developed and the mass of the aforementioned 
proteins was quantitated using an HP Scan jet scanner equipped with a 
transparency adapter and software. 
RT-PCR expression analysis 
Levels of specific rnRNAs were semi-quantitatively assessed by the reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Briefly, complementary DNA 
was synthesized in a total volume of 20 !lI, from RNA samples by mixing 2 !lg of 
total RNA, 2 !lI of reverse transcriptase buffer (10 X) supplemented with dNTPs 
(0.5mM each) , oligo(dT) primers (2.5 !lM), RNase inhibitor (10 units) and 
Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen). The first strand DNA synthesis was 
carried out at 37°C for 60 min. PCR amplification was performed in 50 !lI volume 
using 5 !lI PCR Buffer Hot Star (10 X), 10 !lI Q Solution (5 X), dNTPs (200 !lM), 
0.4 !lM of each corresponding primer and 2.5 units of HotStar™ DNA 
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Polymerase (Qiagen). The PCR amplifications were performed using a GeneAmp 
PCR System 9700 (Applied Biosystems) under the following profile: 33-36 
cycles of amplification were used at 95 oc for 30 s,58 oC for 30 sand 72 oC for 
40 s. Amplicons were visualized on standard ethidium brornide stained 1.5% 
agarose gel and analysed using Scion Image software. 
Apolipoproteins 
The levels of apolipoproteins A-I and B were estimated by nephelometry as 
described previously [31]. 
Statistical analysis 
Data from the experiments were analyzed by using a student's t-test. Reported 
values are expressed as means ± SEM. Statistical significance was accepted at 
P <0.05. 
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RESULTS 
MDA generation after iron-ascorbate exposure 
The effectiveness of iron-ascorbate in initiating lipid peroxidation was tested after 
incubation with THP-I cells. At the end of a 4-h culture period, the degree of lipid 
peroxidation was determined by measuring MDA in cells. As illustrated in Figure 
lA) iron-ascorbate promotes the production of peroxidation above control values, 
and the formation of MDA increased with rising iron-ascorbate concentrations in a 
dose-dependent manner. Neither iron nor ascorbate alone could induce marked lipid 
peroxidation (Data not shown). The concentration-response relationship for THP-I 
cell peroxidation for 10011000 !lM (iron-ascorbate complex) was 9.2-fold higher (P 
< 0.0001) in the presence than in the absence of iron-ascorbate. We, therefore, 
selected this concentration of iron-ascorbate for the following studies since it does 
not represent a pharmacological dose. The efficiency of powerful antioxidants in 
preventing or reducing lipid peroxidation induced by iron-ascorbate was then 
evaluated (Figure lB). Trolox and BHT significantly (P < 0.0001) suppressed 
cellular peroxidation (7.9-fold and l5.3-fold, respectively) induced by iron-
ascorbate at the concentrations tested. Thus, they were chosen for the subsequent 
experiments. It is important to note that other antioxidants such as vitamin E (0.5 
mM) and N-acetylcysteine (5 mM) were far less effective than BHT and Trolox in 
counteracting iron-ascorbate-mediated lipid peroxidation (data not shown). 
Cholesterol influx and efflux 
We next investigated if cholesterol flux is influenced by iron-ascorbate-mediated 
lipid peroxidation. THP-1 macrophages were exposed to iron-ascorbate for 4 h and 
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were incubated for 4 h with 25 Ilg of proteinlml HDL3-eH]-cholesteryl ether and 
cholesterol influx was then measured. As shown in Figure 2A, the incorporation of 
eH]-cholesteryl ether remained unchanged either with iron-ascorbate or 
antioxidants. On the other hand, cholesterol efflux to HDL3 after loading cells with 
oxLDL-[14C]-cholesteryl oleate and washing was decreased by iron-ascorbate 
(Figure 2B) and restored with Trolox or BHT. We concluded that lipid peroxidation 
affected the efflux process only. 
Assessment of gene and protein expression of ABCAl, SR-BI and CD36 
We attempted to define the mechanisms for the alterations in receptor-mediated cell 
efflux from THP-l macrophages following exposure to iron-ascorbate. To this end, 
ABCA 1 was characterized as the rate limiting unidirectional cellular cholesterol 
exporter. Similarly, we evaluated rnRNA and protein mass of SR-BI that may 
promote the bidirectional flux of free cholesterol between macrophages and 
lipoproteins and is particularly of importance for macrophage efflux, together with 
CD36 implicated in oxidized lipid uptake. Iron-ascorbate significantly reduced the 
protein (Figure 3A). However, Trolox and BHT were able to prevent iron-
ascorbate-induced ABCAI protein fall. Similar trends were noted with respect to 
ABCAI rnRNA, but BHT was less efficient than Trolox in opposing lipid 
peroxidation (Figure 3B). Interestingly, BHT alone was able to significantly 
increase ABCAI mRNA and its combination with iron-ascorbate enhanced 
ABCAI protein levels. No significant alterations were recorded in mRNA and 
protein mass of SR-BI in the presence of iron-ascorbate (Figure 4), but CD36 
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protein mass was reduced by peroxidation without changing the gene transcription 
(Figure 5). 
Gene expression of nuclear factors 
We further tested PPAR and LXR, which represent nuclear receptors extensively 
involved in the control of lipid metabolism. The mRNA levels of PP ARa, 
PPAR~/o, PPARy, LXRa, and LXR~ were quantified by RT-PCR. Iron-
ascorbate-mediated lipid peroxidation downregulated the expression of PPARa 
(Figure 6A), PPARy (Figure 6C), LXRa (Figure 6D), and LXR~ (Figure 6E) in 
comparison with controls, whereas the incubation with BHT prevented its decline 
or ev en enhanced it. PPARWo rnRNA was not changed following the treatment of 
THP-l with iron-ascorbate (Figure 6B). 
Protein expression in human monocyte-derived macrophages 
Studies were also carried out to determine whether iron-ascorbate was able to 
induce lipid peroxidation and caused changes in ABCAl, SR-BI and CD36 in 
monocytes isolated from human blood and differentiated in culture. U sing the 
same experimental conditions as employed with THP-l, we could observe that 
human macrophages exhibited high MDA levels in the presence of iron-ascorbate 
(Figure 7). Besides, the protein expression of ABCAI and CD36 was lowered 
whereas the prptein mass of SR-BI remained unchanged (Figure 8). Therefore, 
data on human monocyte-derived macrophage confirmed the findings in THP-l. 
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DISCUSSION 
Experimental data support a role for oxLDL in the pathogenesis of 
atherosclerosis. This is based on several lines of evidence, including the 
demonstration that (1) oxidatively modified LDL exists in atherosc1erotic les ions 
[32-35]; (2) inhibition of oxidation by several antioxidants can slow the 
progression of the disease [36-38]; (3) the susceptibility of LDL to oxidation 
correlates with the severity of coronary atherosclerosis [39]; and (4) the ability of 
oxLDL to transform macrophages into foam cells [40]. However, the direct 
impact of oxidative stress, without the implication of oxLDL, as a causal factor 
for the alterations of cholesterol metabolism in macrophages, has poorly been 
examined. Noticing this prompted us to explore whether iron-catalyzed free 
radical-mediated Iipid peroxidation provoked abnormalities in cholesterol 
trafficking in THP-l with an attention on the mechanisms associated. In this 
study we showed that exposure of THP-l macrophages to iron-ascorbate: (i) 
induced lipid peroxidation as assessed by the rise of MDA; (ii) decreased 
cholesterol efflux without effect on cholesterol influx; (iii) diminished the gene 
and protein expression of ABCA 1 among other unaffected receptors that regulate 
cholesterol homeostasis investigated; and (iv) downregulated the expression of 
pp ARa, PPARy , LXRa, and LXR~. Treatment with powerfui antioxidants 
(Trolox and BHT) prevented the adverse effects of iron-ascorbate, conceivably 
supporting the role of oxidative stress. 
We employed iron-ascorbate, a well-established model for the induction of lipid 
peroxidation [26]. It initiates peroxidation, as demonstrated by tne increased 
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values of MDA, probably by producing highly reactive hydroxyl radicals from 
hydrogen peroxide via Fenton-type reactions. Ascorbic acid can amplify the 
oxidative potential of iron by promoting metal ion-induced lipid peroxidation 
[41]. In the experiments described herein, iron-ascorbate complex was very 
effective in inducing lipid peroxidation, as demonstrated by high MDA levels, a 
well-established measure of lipid peroxidation. Supporting evidence was provided 
by the scavenger activity of Trolox and BHT antioxidants. Furthermore, we 
employed THP-} cells that represent a well-known model of human 
macrophages[42], widely used in studies of foam ceIl formation [43-47], but the 
cholesterol regulation by oxidative stress in this model has not yet been 
established. 
The integrity of cholesterol movement in THP-I seems comprornised under the 
iron-ascorbate prooxidant effect, which suggests that oxidation of LDL is an 
important, but not obligatory, event in foam cell formation. Interestingly, only the 
efflux path was disturbed. The important clinical corollary is that inhibition of 
oxidation can inhibit atherosclerosis independent of lowering plasma cholesterol 
levels. Inconclusive results have been obtained with clinical trials, but remarkable 
efforts are still necessary to design the appropriate combination of antioxidant 
molecules. 
As mentioned before, foam cell formation from macrophages is a critical event in 
the initiation of atherosclerosis. The modulation by oxidative stress of the 
expression of genes involved in the import and export of cholesterol may have a 
great impact on foam cell formation and lesion development. We, therefore, 
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decided to simultaneously investigate the regulation of genes and receptor 
proteins that participate in cholesterol influx and efflux. CD36 is a major class of 
scavenger receptors that internalize modified LDL [47,48]. Our results show that 
only CD36 protein expression in THP-l macrophages was significantly modified 
by exposure to iron-ascorbate. The mechanism of illduction of CD36 by oxLDL 
was shown to be due to the ability of oxLDL to activate the transcription factor 
PPARy [49,50], potentially leading to foam cell formation, cell death, release of 
lipids and matrix -metalloproteinases, aIl features of unstable plaques. 
Interestingly, in our study, PPARy gene expression was down-regulated by iron-
ascorbate while no change in CD36 gene expression could be noticed. 
Similarly, the iron-ascorbate stimulus could not promote changes in the gene and 
prote in expression of SR-BI that mediates the bidirectional flux of cholesterol 
across the plasma membrane [12]. The expression of SR-BI in macrophages 
appears to be regulated by cholesterol loading [10], as weIl as by the PP ARa, 
PPARyand LXRa pathways [11, 51]. However, its regulation is incompletely 
understood as it is also inversely correlated with ABCAI expression [52, 53]. 
Under our experimental conditions, no significant regulation of SR-BI by 
oxidative stress has been noticed even if the pp AR and LXR pathway has been 
modified. 
In contrast, oxidative stress reduced the gene and protein expression of ABCAl, a 
crucial unidirectional cholesterol exporter in macrophages, which could account 
for the decrease in cholesterol efflux. Therefore, cholesterol outflow could not 
keep pace with uptake in order to avoid intracellular cholesterol accumulation 
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given the downregulation of ABCAI expression elicited by oxidative stress. 
Expression of the ABCAI gene is transcriptionally regulated. PPAR was shown 
recently to induce the expreSSIOn of ABCA 1 in macrophages through a 
transcriptional cascade mediated by the nuclear receptor LXR that 
heterodimerizes with retinoic-X-receptor (RXR) [22, 23, 54-56]. Therefore, we 
determined whether the oxidative stress-mediated decreases in ABCAI mRNA 
expression and cholesterol efflux were dependent on the inactivation of pp AR 
and/or LXR. Our data clearly demonstrated that iron-ascorbate down-regulated 
the LXR- and PPAR- dependent transcription, since decreased mRNA levels of 
PPARa, PPARy, LXRa, and LXRp were recorded. 
Studies have provided evidence that the nuclear receptors LXRa and LXRP, 
which bind with the RXR as obligate heterodimers, mediate the lipid induction of 
ABCAI [54, 55]. PPARa. and PPARy have also been demonstrated to stimulate 
cholesterol efflux in cultured macrophages by inducing the expression of LXRa 
[22, 23]. However, other studies demonstrated that PPARy enhances HDL-
dependant cholesterol efflux from macrophages in a LXR-independent 
mechanism [57]. 
Since caution should be taken in directly extrapolating the results obtained in 
THP-1 to human macrophages, we have also carried out experiments in human 
monocytes-derived macrophages. This approach allowed us to confirm that iron-
ascorbate-mediated lipid peroxidation provoked a decline of ABCA 1 and CD36 
proteins. 
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As a result of oxidative stress, cholesterol accumulation in THP-l should be 
viewed as reflecting imbalance between influx and efflux, which originates from 
decreased delivery. The diagram in Figure 9 depicts the possible mechanisms for 
such an occurrence: oxidative stress limits cholesterol outflow through a 
molecular cascade involving inhibition of LXR gene expression, leading to a 
decline in PPAR mRNA, which in turn decreased ABCAI expression and lower 
cholesterol efflux. In conclusion, iron-ascorbate catalyzed lipid peroxidation 
appears to play an important role in regulating cholesterol efflux from THP-l 
macrophages. 
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FIGURE LEGENDS 
FIGURE 1: Lipid peroxidation in THP-l ceUs challenged with iron-ascorbate. 
THP-l ceUs were incubated with increasing concentrations of iron-
ascorbate for 4 h at 37 oc. Iron concentrations shown on x-axis 
represent actual iron concentration along with a corresponding 10-fold 
higher ascorbate concentration at each iron amount. Lipid 
peroxidation was monitored by measuring malondialdehyde (MDA) 
formation in cells. A concentration-dependent increase in equivalent 
MDA formed was observèd between 50 and 200 !-tM of Fe2+ in cells 
(A). The effects of antioxidants (Trolox and BHT) on iron-ascorbate-
mediated lipid peroxidation were also tested (B). To this end, cells 
were incubated for 4 h with Trolox or BHT in addition te iron-
ascorbate. CeUs were then treated to determine MDA by HPLC. 
Values are means ± SEM for 4-6 different experiments. 
*p < 0.0001 vs. controls. 
FIGURE 2: Effect of iron-ascorbate on macrophage cholesterol influx (A) and 
cholesterol efflux (B). Macrophages were treated with LPDS and 25 
J.lg/ml HDL3 eH]-cholesteryl hexadecyl ether at 37°C for 4 h. The 
cholesterol influx content was calculated by assessing radioactivity 
in cell lysate. The cholesterol efflux content was assessed after 
loading ceUs with 50 !-tg apo B/rnl oxLDL [14Cl-cholesteryl oleate. 
Values are means ± SEM for 5 separate experiments. 
*p < 0.05 vs. controls. 
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FIGURE 3: Influence of gene and protein expression of ABCAl. THP-1 
macrophages were exposed to iron-ascorbate and antioxidants for 4h 
at 37 oc. Thereafter, protein and mRNA levels of the receptors were 
deterrnined by Western blotting (A) and RT-PCR (B). Values are 
means ± SEM for 3 separate experiments. 
*p < 0.05, tP < 0.01 and :j:P < 0.001 vs controls. A representative 
blot is shown. 
FIGURE 4: Influence of gene and protein expression of SR-BI. THP-1 
macrophages were exposed to iron-ascorbate and antioxidants for 
4h at 37 oc. Thereafter, protein and rnRNA levels of the receptors 
were determined by Western blotting (A) and RT-PCR (B). Values 
are means ± SEM for 3 separate experiments. 
*p < 0.05, tP < 0.01 and :j:P < 0.001 vs controls. A representative 
blot is shown. 
FIGURE 5: Influence of gene and protein expression of CD36. THP-1 
macrophages were exposed to iron-ascorbate and antioxidants for 
4h at 37 oc. Thereafter, protein and rnRNA levels of the receptors 
were deterrnined by Western blotting (A) and RT-PCR (B). Values 
are means ± SEM for 3 separate experiments. 
*p < 0.05 vs controls. A representative blot is shown. 
FIGURE 6: Regulation of nuclear factors by iron-ascorbate. Iron-ascorbate 
was adrninistered to THP-1 in the presence or absence of Trolox or 
BHT. Following the period culture (4h) the rnRNA levels of 
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PPARa (A), PPARp/8 (B), PPARy (C), LXRa (D), and LXRp (E) 
were examined by RT-PCR as described in Methods. Values are 
means ± SEM for 4 separate experiments. 
*p < 0.05, tP < 0.01 vs controls. A representative blot is shown. 
FIGURE 7: Lipid peroxidation in monocytes-derived macrophages following 
incubation with iron-ascorbate. Lipid peroxidation was assessed 
by the measurement of malondialdehyde (MDA). Values are 
means ± SEM for 4 separate experiments. 
tP < 0.01 vs controls 
FIGURE 8: Effects of iron-ascorbate-mediated lipid peroxidation on the 
protein expression of ABCAl, SR-BI and CD36. Protein mass of 
ABCAI (A), SR-BI (B) and CD36 (C) was estimated by Western 
blot as described in Methods. Values are means ± SEM for 4 
separate experiments. 
*p < 0.05 vs controls. 
FIGURE 9: Diagram of the main players influencing cholesterol accumulation 
in THP-l macrophages. Oxidative stress could influence ABCAI 
gene transcription by repressing PPARa and y, which would 
influence LXRa and p, or by diminishing directly the LXR 
receptors. This reduction in gene transcription could in term limit 
the protein translation and expression and then cholesterol efflux, 
leading to its cellular accumulation. 
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ABSTRACT 
Loads of reactive oxygen species that overburden antioxidant systems induce 
oxidative stress in the body. Circumstantial evidence suggests that oxidative 
stress plays a crucial role in the initiation and progression of atherosclerosis. 
Although endothdial dysfunction is one manifestation of the many changes 
induced in the arterial wall by oxidized LDL, little is known about the 
relationship between oxidative stress per se, cholesterol transport and endothelial 
cell integrity. The aim of the present work is to tackle this issue by treating 
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) with ironJascorbate 
(lOO/lOOO).tM) for periods of 4 and 8 hours and by subsequently evaluating the 
cholesterol flux, the gene expression status of cholesterol transporters, nuclear 
receptors and adhesion molecules, as well as the cellular adhesion of HUVEC and 
THP-l macrophages. The incubation of HUVEC with ironJascorbate resulted in 
marked lipid peroxidation as reflected by the discernible elevation of 
malondialdehyde (MDA) levels. MDA concentrations were reduced by pre-
incubating HUVEC cells with the established antioxidant Trolox (0.5 mM). Our 
experiments could not reveal any modifications in the protein and gene 
expression of the transporters (ABCAl, SR-BI, LOX-1), the adhesion molecules 
(VCAM-l, ICAM-l and E-selectin) and the nuclear receptors (PPARs and LXRs) 
under the influence of ironJascorbate-mediated lipid peroxidation. Interestingly, 
oxidative stress enhanced monocyte adhesion to endothelial cells in co-culture (P 
< 0.05), induced the gene expression of ICAM-l (P < 0.01), E-selectin (P < 0.02) 
and MCP-l (P < 0.01), whereas it downregulated eNOS mRNA (P < 0.01). 
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Overall, our data suggest that oxidative stress is more harmful in the presence of 
heterocellular communication between endothelial cells and macrophages since 
the induction of chemotactic factors and the down-regulation of eNOS may 
compromise the health of the endothelium and contribute to atherosclerosis 
development. 
Keywords: Inflammation, atherosclerosis, reactive oxygen species, co-culture, 
endothelial cells, macrophages. 
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INTRODUCTION 
Endothelial cells are crucial for the full integrity of the vessel wall. Marked 
alterations of their function predispose the vessel wall to vasoconstriction, 
leukocyte adherence, platelet activation, thrombosis, vascular inflammation and 
the pathogenesis of atherosclerosis. Various studies have emphasized the central 
involvement of low-density lipoprotein (LDL) oxidation in the endothelial 
dysfunction, which culminates in the formation of the atherome (27; 35). In fact, 
the incursion of oxidized LDL (oxLDL) in significant amounts in endothelial 
cells induces accelerated pro-inflammatory effects, including the initiation of the 
adhesion of leukocytes to the dysfunctional and injured endothelium, and the 
penetration of these cells into the vessel wall to generate foam cells (13; 14; 22). 
Mechanistic studies show that transcription al activation of adhesion molecules, 
including P-selectin, E-selectin, vascular cell ad he sion molecule-l (VCAM-l), 
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-l), intercellular adhesion molecule-l 
(lCAM-I), and platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) by nuclear 
factor-KB (NF-lCB) plays a pivotaI role in the process of cell-cell adhesion (4; 8; 
17; 39; 46). 
Vascular endothelial cells do not undergo the foam cell transformation and do not 
accumulate cholesterol in atherosclerotic plaques to the same extent as 
) 
macrophages or smooth muscle cells. However, vascular endothelial cells express 
receptors for oxidized lipoproteins, and have the biochemical pathways for sterol 
synthesis and receptor-mediated endocytosis of lipoproteins. It has been 
postulated that endothelial cells maintain cholesterol homeostasis by down-
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regulating cholesterol synthesis and low-density receptors, and by a cellular 
cholesterol efflux mechanism onto low-affinity but high-capacity high density 
lipoproteins (HDL) (15; 37). 
If the remarkable capacity of oxLDL to contribute to vascular lesions has been 
the subject of intensive investigation, little attention has been devoted to the 
direct influence of oxidative stress per se on the endothelium integrity and 
metabolic behavior. However, the increase of reactive oxygen species (ROS) to 
high levels may react with cellular constituents to cause severe damage, 
disruption of function or degradation, as is the case for DNA, proteins and lipid 
structure (1; 10). Recently, we explored whether iron-catalyzed free radical-
mediated lipid peroxidation provoked abnormalities in cholesterol trafficking in 
macrophages with an attention on the potential mechanisms (30). We were able to 
show that exposure of THP-1 macrophages to iron-ascorbate induced lipid 
peroxidation as assessed by the rise of malondialdehyde (MDA), decreased 
cholesterol efflux, diminished the gene and protein expression of ABCA 1 among 
other unaffected receptors that regulate cholesterol homeostasis investigated, and 
down-regulated the expression of Peroxisomal Proliferator-Activated Receptor 
(PPAR)a, PPARy, Liver X Receptor (LXR)a and LXR~. How endothelial cells 
respond to oxidative stress, as the unique causal factor, has poody been 
examined. Does oxidative stress affect key cholesterol transporters such as 
scavenger receptor class B type 1 (SR-BI) and ATP-Binding Cassette Transporter 
A-1 (ABCA 1)? Is it able to modify the transcription factors that trigger 
cholesterol uptake and exocytosis? What are the consequences of oxidative stress 
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on the co-culture of macrophages and endothelial ceIls? Experiments were 
performed to answer these important and intriguing questions. More precisely, 
the specifie objectives of the present study were to determine the role of 
iron/ascorbate-medi'ated lipid peroxidation in cholesterol influx and efflux in 
endothelial cells, gene and protein expression of SR-BI, ABCAI and Lectin-like 
oxidized low-density lipoprotein receptor-l (LOX-I), mRNA status of PPARa, 
PPAR~/Ô and PPARy, as weIl as LXRa and LXR~, and finaIly the consequences 
on the interactions of vascular and inflammatory ceIls. Our hypothesis was that 
iron/ascorbate-induced lipid peroxidation may trigger significant disturbances in 
cholesterol flux and chemotaxis mediators when endothelial vascular ceIls 
communicate with macrophages. 
METHODS 
Cell Culture 
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HUVEC (Clonetics ™ Human umbilical vascular endothelial cells, Cambrex) were 
cultured in EGM™ Bullet kit (CC-3124) containing 500 ml Endothelial Cell Basal 
Medium supplemented with 2 ml Bovine Brain extract, 0.5 ml hEGF (Endothelial 
Growth Factor), 0.5 ml hydrocortisone, 10 ml fetal calf serum and 0.5 ml GA-1000 
(Gentarnicin, Amphotericin). The cell line was cultivated at 37°C, 95% hurnidity 
and 5% C02 and used between passages 4 and 12 (47). 
THP-l human monocytes (American Type Culture Collection (A TCC) TIB 202) 
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 
10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1 rllM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 
100 Ilg/ml streptomycin and 0.05 mM 2-mercaptoethanol. The cell line was 
cultivated at 37°C, 95% humidity and 5% C02 and used between passages 4 and 
12. Cells were differentiated into macrophages by the addition of 100 nglml 
phorbol 12-mysistate 13-acetate (Sigma) for a 72-hour period (30). 
Estimation of Lipid Peroxidation 
HUVEC cells were incubated in the presence or absence of ironlascorbate and the 
antioxidants Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,9-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid, 
Sigma) and butylated hydroxytoluene (BHT). The reaction was terrninated by the 
addition of 0.2% BHT (2,6-di-t-butyl-p-cresol, Sigma) to measure MDA, as an 
index of lipid peroxidation. The amount of free MDA formed during the reaction 
was deterrnined by HPLC as described previously (9). Briefly, proteins were first 
precipitated with a 10% sodium tungstate (Na2W04) (Aldrich Chernical) solution, 
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and protein-free supernatant was then reacted with an isovolume of 0.5% 
thiobarbituric acid (Sigma) solution at 90°C for 60 min. After cooling to room 
temperature, chromogene was extracted with I-butanol and dried over a stream of 
nitrogen at 37°C. The dry extract was then resuspended in a KH2POJmethanol 
(70:30, pH 7.0) mobile phase before MDA detection by HPLC. 
MIT Assay 
After the treatment of HUVEC with BHT (0.5 mM), the medium was aspirated 
from the cells and 200 ~1 of 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) solution (0.5 mg MTT/ml PBS) was added to each weil. Cells 
were incubated for 2 h at 37°C, 95% humidity and 5% C02 to allow MTT 
oxidation by mitochondrial dehydrogenase in the viable cells. After 2 h the MTT 
solution was aspirated and DMSO (200 ~l) was added to dissolve the resulting 
blue formazan crystals. The absorbance was measured at 535 nm. DMSO was 
used as blank (38). 
Isolation and modification of lipoproteins 
Human LDL (1.019 < d < 1.063 g/ml), HDL3 fraction (1.125 < d < 1.210 g/ml) 
and lipoprotein-deficient serum (LPDS, d> 1.125 glml) were prepared from 
plasma of healthy human subjects and isolated by differential ultracentrifugation 
as described previously (24-26). The lipoprotein fractions were dialyzed 
intensively against phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) containing 150 mM 
NaCI and 0.3 mM ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA). In order to generate 
oxLDL, plasma LDL (3 mg apo B/ml) was extensively dialyzed against PBS (pH 
7.4) containing 150 mM NaCI and 5 ~ EDTA and then incubated with 10 IlM 
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CUS04 for 18 h at 37°C. !ts modification was verified by its mobility on agarose 
gel electrophoresis (Paragon, Beckman Instruments). AU lipoprotein fractions 
were filtered through a 0.2 ~ Millipore membrane and stored at 4°C. 
CholesteroloxLDL uptake 
HUVEC cells were cultured in 6-well plates at 0,5x 106 cells per weIl. After a 48-
hour period for reaching confluence, cells were exposed for 4 hours to 
ironlascorbate with or without the antioxidant substrates and then were incubated 
for 2 h at 37"C in 0.5 ml of supplemented EBM with 5% v/v LPDS containing 
eH]-cholesteryl hexadecyl ether-oxLDL (12,5 j.tg/ml). To determine the non-
specific binding, cells were incubated with labeled-oxLDL in the presence of a 50-
fold excess of unlabeled oxLDL. The assays were essentially carried out as 
previously described (30; 45). 
Cholesterol efflux 
HUVEC ceUs were loaded with radiolabeled cholesterol by incubation for 24 hours 
in 0.5 ml of supplemented BME with 5% v/v LPDS and 2.64 x 106 dpmlml eH]-
cholesteryl oleate albumin. After a 16-hour equilibration period of time without 
'\ 
radioactivity, cells were washed with PBS and treated for 4 hours with or without 
ironlascorbate and antioxidants. Cells were washed again and incubated with 
HDL3 (50 j.tg/ml) for 24 hours. The media were centrifuged at 4000 g for 10 min to 
remove any suspended or dead cells. The cells were washed twice with PBS, 
resuspended in Iml of lysis buffer and homogenized by sonication on ice. The 
assays were performed as previously described (30; 45). 
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Western blot analysis 
To determine the protein expression of SR-BI, ABCA1, LOX-1 and Phospho-
P38, cells were homogenized and proteins (30 Ilg) were denatured at 95°C for 5 
min in SDS dithiothreitol and ~-mercaptoethanol-containing sample buffer, 
separated on a 4-7.5% gradient SDS-PAGE, and electroblotted onto Hybond-C 
Extra nitrocellulose membranes (Amersham) in 25 mM Tris and 192 mM 
glycine. Membranes were blocked in Tris-buffered saline [20 mM Tris-HCl (pH 
7.5) plus 137 mM sodium chloride (NaCI)] containing 0.1 % Tween 20 and 5% 
nonfat dry milk for 60 min at room temperature. The blots were then incubated 
ovemight at 4°C in bloc king solution with the antibodies for SR-BI (Novus 
Biologicals) (1:1000), ABCA1 (Novus Biologicals) (1:1000), LOX-1 (Santa Cruz 
Biotechnology) (1:2000), Phospho-P38 (Cell Signaling Technology) (1:2000), 
and ~-actin (Sigma-Aldrich) (1 :5000). The relative amount of primary antibody 
was detected with species-specific horseradish peroxidase-conjugated secondary 
antibody. Blots were developed and the protein mass was quantified using a 
MultiImage ™ Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA) and 
a Alpahmager 1220 software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA). 
Bands were analyzed using Scion Image software. 
RT-PCR expression analysis 
Levels of specific rnRNAs were assessed by the reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) under quantitative conditions. Total cellular RNA from 
HUVEC was isolated using Trizol® Reagent (Invitrogen) according to the 
manufacturer's protocol. The quantity and yield of the RNA were assessed by the 
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260:280-nm optical density ratio and by electrophoresis in 1.5% agarose gels and 
were viewed via ethidium brominde staining. Complementary DNA was 
synthesized in a total volume of 20 !lI, from RNA samples by mixing 2 !lg of total 
RNA, 2 !lI of reverse transcriptase buffer (10 X) supplemented with dNTPs (0.5 
mM each), oligo (dT) primers (2.5 !lM), RNase inhibitor (10 units) and 
Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen). The first strand DNA synthesis was 
carried out at 3TC for 60 min. PCR amplification was performed in 50 !lI 
volume using 5 !lI PCR Buffer Hot Star (10 X), 10 !lI Q Solution (5 X), dNTPs 
(200 !lM), 0.4 !lM of each corresponding primer and 2.5 units of TAQTM DNA 
Polymerase (Qiagen). The PCR amplifications were performed using a 
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) under the following profile: 
28-35 cycles of amplification were used at 95 oc for 30 s,58 oc for 30 sand 72 
oC for 40 s. Amplicons were visualized on standard ethidium bromide stained 
1.5% agarose gel and analyzed using Scion Image software (29). 
THP-l Cell Adhesion Assay 
HUVEC were seeded in 6-well plates 48 hours before the experiment. Only 
confluent HUVEC monolayers were used, as confirmed by microscopic inspection. 
THP-l cells were incubated in 6 ml supplemented RPMI 1640 medium containing 
10 !lg/ml of the fluorescence dye 2' ,7' -bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein 
acetoxymethyl ester (BCECF-AM) (Molecular Probes, Eugene, Oregon) at 37°C 
for 20 minutes. Dye loading was stopped by addition of 44 ml RPMI 1640 with 5% 
FBS. Fluorescence-labeled cells were resuspended (106/ml) in supplemented EBM 
media without FBS. Before addition of THP-l cells, HUVEC were washed with 
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supplemented EBM media without FBS and then stimulated with TNF-a (100 
U/ml) for 3 hours. A suspension of THP-1 cells containing or not iron/ascorbate 
and the antioxidant Trolox was added to HUVEC for an incubation of 20 minutes at 
37°C. After, the THP-1 suspension was withdrawn and thoroughly washed with 
PBS. Cells were lysed with lysis buffer (pH 8) and fluorescence was measured by a 
Luminescence Spectrometer LS 50 (Perkin Elmer Instruments, Waltham MA) 
(excitation, 485 nm; emission, 535 nm). Adherent cells per weIl were calculated by 
comparing the determined fluorescence to a standard curve of THP-1 labeled with 
BCECF-AM (2; 49). 
Statistical analysis 
Data from the experiments were analyzed with SPSS Software Il.0 using 
ANOV A test. Reported values are expressed as means ± SD. Statistical 
significance was accepted at P < 0.05. 
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RESULTS 
MDA generation in HUVEC after iron/ascorbate exposure 
The effectiveness of iron/ascorbate in initiating lipid peroxidation was tested after 
incubation with HUVEC cells. At the end of a 4-h culture period, the degree of lipid 
peroxidation was determined by measuring MDA in cells. As illustrated in Figure 
1 A, ironlascorbate promotes the production of peroxidation above control values. 
The formation of MDA was 27-fold higher (P < 0.001) in the presence than in the 
absence of ironlascorbate. Neither iron nor ascorbate al one could induce marked 
lipid peroxidation (data not shown). The efficiency of powerful antioxidants in 
preventing or reducing lipid peroxidation induced by ironlascorbate was also 
evaluated. Trolox significantly (P < 0.002) suppressed cellular peroxidation (3.5-
fold) induced by ironlascorbate at the concentration tested (Figure 1 A), without any 
toxic effect as shown by the MIT test (data not shown). However, BHT, known as 
a powerful antioxidant either in ethanol or DMSO, was less efficient and everi 
deleterious for the cell viability (results not shown). Thus, Trolox was chosen for 
the subsequent experiments. Since oxidative stress has been shown to lead 10 
activation of phospho-p38 MAPK (21; 53), we determined phospho-p38 MA PK 
levels in HUVEC homogenates following the administration of ironlascorbate. By 
Western blot, we could document a substantial elevation in lipid peroxidation 
(Figure lB). We, therefore, selected this concentration of ironlascorbate and Trolox 
for the subsequent studies since lt does not represent a pharmacological dose. 
Importantly, cells were incubated with ironlascorbate for limited periods of time (4 
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and 8 hours) since longer exposition to ironlascorbate led to HUVEC morphologic 
changes and loss of cell adherence. 
Cholesterol influx and efflux in HUVEC 
We next investigated if cholesterol flux is influenced by ironlascorbate-mediated 
lipid peroxidation. HUVEC endothelial cells were exposed to ironlascorbate with 
or without the antioxidant Trolox for 4 h and were incubated for 2 h with 25 mg of 
proteinlml oxLDL-eH]-cholesteryl ether and cholesterol influx was then measured. 
As shown in Figure 2A, the incorporation of oxLDL-eH]-cholesteryl ether 
remained unchanged either with ironlascorbate or antioxidant. Similarly, 
cholesterol efflux to HDL3 after loading cells with eH]-cholesteryl oleate albumin 
and washing was not altered by ironlascorbate (Figure 2B). We concluded that lipid 
peroxidation did not affect the influx and efflux processes. 
Assessment of gene and protein expression of ABCAl, SR-BI and LOX-l in 
HUVEC 
We attempted to define the status of lipoprotein-cholesterol receptors in HUVEC 
cells following exposure to ironlascorbate. To this end, ABCAl was characterized 
as the rate limiting unidirectional cellular cholesterol exporter. Similarly, we 
evaluated rnRNA and protein mass of SR-BI that may promote the bidirectional 
flux of free cholesterol between HUVEC cells and lipoproteins and/or the selective 
uptake of esterified cholesterol, and of LOX-l implicated in oxidized lipid uptake. 
Gene expression of ABCAI was diminished by ironlascorbate, but only after a 8 
hour-incubation period (Figure 3A) and Trolox was able to parti aIl y, but not 
significantly, prevent the ironlascorbate-induced ABCAI fall. On the other hand, 
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no significant modifications were noted in protein expression of ABCAI (Figure 
3B) following the incubation of HUVEC with ironlascorbate. Similarly, no 
significant alterations were recorded in mRNA and protein mass of SR-BI or LOX-
1 (data not shown). 
Gene Expression of nuclear factors in HUVEC 
We further tested PPARs and LXRs, which are nuclear receptors extensively 
involved in the control of lipid metabolism. The mRNA levels of PPARa, 
PPAR~/ù, PPARy, LXRa, and LXR~ were quantified by RT-PCR. Ironlascorbate-
mediated lipid pero xi dation was unable to induce changes in the se nuclear factors 
in comparison to controls (Figure 4). 
Gene Expression of adhesion molecules in HUVEC 
Since atherosclerosis is characterized by adhesion and transendothelial migration of 
monocytes, we have analyzed the gene expression of adhesion molecules that 
strongly promote this process. Ironlascorbate-mediated lipid peroxidation did not 
affect the status ofVCAM-I, ICAM-I and E-selectin (Figure 5). 
Co-culture of endothelial cells and monocytes 
Interactions between endothelial cells and monocytes in the vascular wall appear to 
be important in deterrnining vascular function and remodeling (42; 44). Sirice ceIl-
cell interaction is an essential component of atherosclerotic plaque development, it 
was valuable to find out how oxidative stress influences contact co-culture of 
endothelial cells with monocytes. Figure 6 showed that ironlascorbate-mediated 
lipid peroxidation augmented cell adhesion of THP-I and HUVEC. Under the se 
experimental conditions, there was an increase of ICAM-I, E-selectin and MCP-I 
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gene expression, whereas endothelial nitric oxide synthase (eNOS) rnRNA was 
diminished and VCAM-l, P-selectin and LOX-l rernained unchanged (Figure 7). 
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DISCUSSION 
Oxidative damage to LDL is known to accelerate the development of 
atherosc1erosis through the formation of foam cells (40) and auto antibodies against 
oxLDL (11). However, the effect of oxidative stress per se on contributing factors 
in atherosc1erosis is poorly documented. We have therefore evaluated the impact of 
ironlascorbate on endothelial cells and consequently reported an appreciably raised 
concentration of MDA without any change in cholesterol influx/efflux and 
lipoprotein-cholesterol receptors (such as SR-BI, ABCA1 and LOX-l), as weIl as 
the gene expression of nuc1ear receptors (inc1uding PPARa, PPAR~/o, PPARy, 
LXRa, and LXR~) and the level of VCAM-1, ICAM-1 and E-selectin rnRNA. On 
the other hand, ironlascorbate-mediated lipid peroxidation enhanced cellular 
adhesion of HUVEC and THP-1 along with an increase in ICAM -1, E-selectin and 
MCP-1 gene expression, a dec1ine in eNOS and invariable alteration in VCAM-1, 
P-selectin and LOX-l. 
Both ABCA1 and SR-BI are known as apolipoprotein (apo) A-I- or high-density 
lipoprotein (HDL)-binding proteins. ABCA1 has been identified as the primary 
gatekeeper for eliminating tissue cholesterol, since it mediates the efflux of 
phospholipids and cholesterol onto apo A-I (3; 5; 23). Its activity is rate limiting 
for HDL biogenesis in the liver and helps to maintain the cholesterol homeostasis 
of macrophages in the vascular wall (48; 51). SR-BI is an HDL receptor that can 
mediate selective uptake of HDL cholesteryl esters by cells (20) but can also 
promote cellular free cholesterol efflux to HDL and the reorganization of a 
cholesterol oxidase-sensitive pool of cellular cholesterol (50). In addition, SR-BI 
contributes to the activation of endothelial nitric oxide synthase by HDLs (52). 
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Our data confirmed the presence of ABCAI (15) and SR-BI (52) in endothelial 
cells, but could not demonstrate any modification of ABCAI and SR-BI 
expression by oxidative stress. Accordingly, the influx and efflux of cholesterol 
was not changed by oxidative stress. Therefore, our results suggest that oxidative 
stress differently operates in endothelial cells than in macrophages in view of our 
recent studies showing that exposure of THP-l macrophages to ironlascorbate 
decreased cholesterol efflux and dirninished the gene and protein expression of 
ABCAI (30). 
LOX-l is the major oxLDL receptor found on endothelial cells (7; 43). LOX-l 
mediates the intemalization of oxLDL into cells and can induce endothelial cell 
dysfunction that is believed to constitute an early step in the development of 
atherosclerosis (19). The expression of LOX-l enhances a variety of intracellular 
processes that le ad to expression of adhesion molecules, to which inflammatory 
cells attach, and endothelial activation, which affects a variety of gene expression 
su ch as endothelial constitutive eNOS and MCP-l (18; 32-34). However, in the 
present investigation, ironlascorbate-mediated lipid peroxidation did not regulate 
, 
the expression of LOX-l and did not affect the status of VCAM-I, ICAM-l and 
E-selectin. Furthermore, nuclear receptors represent a large super farnily of 
ligand-dependent transcription factors that regulate the expression of target genes 
to affect diverse lipid-metabolic processes. Upon activation by specifie ligands, 
LXRs and PPARs form obligate heterodimers with the retinoid X receptor (RXR) 
and bind to LXR or pp AR response elements located in the promoter region of 
their target genes. PP ARs and LXRs control the transcription of a number of 
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specific genes involved in central pathways in cholesterol metabolism, transport, 
and elimination (28; 31). For example, oxLDL inhibited apo A-I-mediated 
cholesterol efflux in endothelial cells and suppressed ABCAI at the protein and 
mRNA levels in HUVECs by decreasing ABCAI promoter activity via a ligand-
dependent inhibition of LXR (55). Our observations could not reveal any 
modifications in the gene expression of these nuclear receptors by the presence of 
oxidative stress. Overall, the pro-inflammatory and pro-atherogenic effects of 
oxLDL are not observed with iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation. 
In our studies, we used HUVEC as a model of endothelial cells given the ready 
availability, ease of preparation, and extensive literature on these cells. HUVEC 
have been employed to study a range of important pathophysiological processes, 
incIuding immune-endothelial interactions, endothelial dysfunction related to 
atheroma formation and angiogenic sprouting, and capillary lumen formation 
(36). In particular, HUVEC have been crucial for the investigation of endothelial 
cell involvement in the diverse steps of atherosclerosis development. In fact, 
several reports have recently emphasized the direct impact of oxLDL on the 
endothelium (12), vasorelaxation factors (16), shear stress response (6), and 
inflammation effectors (41; 54). However, additional studies are necessary 
before extrapolating our findings to humans. 
Much evidence supports a pivotaI role for inflammation in all phases of 
atherosclerosis and the major cellular participants include immune cells. 
Monocytes and macrophages are cri tic al cells present at all stages of 
atherogenesis and, when stimulated, can produce biologically active mediators 
5 
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that have a profound influence on the progression of atherosc1erosis. Our studies 
showed that oxidative stress promotes monocyte adhesion to endothelial cells and 
the direct cell-cell interaction resulted in high levels of the gene expression of 
ICAM-l, E-selectin and MCP-l, whereas eNOS mRNA was diminished. To our 
knowledge, this is the first report that documents the significant contribution of 
ironlascorbate mediated lipid peroxidation as a potentially injurious stimulus for 
the endothelium without the involvement of oxLDL. Under our experimental 
conditions, the concomitant presence of oxidative stress and monocytes was 
necessary for the induction of chemotactic factors and the down-regulation of 
eNOS, which may compromise the health of the endothelium in vivo situation. 
Overall, our studies show that, contrary to THP-l macrophages, cholesterol 
metabolism and cellular inflammatory responses are not altered by oxidative 
stress in HUVEC. However, in the presence of monocytes, HUVEC respond to 
oxidative stress in a pro-inflammatory manner, suggesting that monocyte priming 
in necessary to HUVEC reaction. 
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FIGURE 1: 
FIGURE 2: 
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Lipid peroxidation and levels of phospho-p38 mitogen 
activated protein kinase (p38 MAPK) in HUVECs exposed 
to ironJascorbate. HUVECs were incubated with 100 !lM of 
Fe2+ and 1000 !lM of ascorbate for 4 h at 37 oc. (A) Lipid 
peroxidation was monitored by measuring malondialdehyde 
(MDA) formation in cells. The effects of antioxidants Trolox 
on ironJascorbate-mediated lipid peroxidation were also 
tested. To this end, cells were incubated for 4 h with Trolox 
(0.5 mM) in addition to ironJascorbate. Cells were then 
treated to determine MDA by HPLC. (B) Protein levels of 
phospho-p38 MAPK were determined by Western blotting. 
Values are means ± SD for 4 different experiments. 
*p < 0.002, **p < 0.001, ***p < 0.003, ****p < 0.02 vs 
controls. 
Effect of ironJascorbate on HUVEC cholesterol influx and 
efflux. 
(A) After a 48-hour period allowing to reach confluence, 
cells were exposed for 4 hours to ironJascorbate with or 
without the antioxidant substrates and were then incubated 
for 2 h at 3TC in 0.5 ml of supplemented EBM with 5% v/v 
LPDS containing eH]-cholesteryl hexadecyl ether-oxLDL 
(12,5 !lg/ml). The cholesterol influx content was calculated 
FIGURE 3: 
FIGURE 4: 
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by assessing radioactivity in cell lysate. To deterrnine the 
non-specifie binding, cells and labeled-oxLDL were 
incubated in the presence of a 50-fold excess of unlabeled 
oxLDL. (B) Cells were incubated for 24 hours in 0.5 ml with 
BME supplemented with 5% v/v LPDS and 2.64 x 106 
dpmlml eH]-cholesteryl oleate albumin. After 16-hour 
equilibration period without radioactivity, cells were washed 
with PBS and treated for 4 hours with or without Fe2+-
ascorbate and antioxidants. Cells were washed again and 
incubated with HDL3 (50 ).tg/ml) for 24 hours 
Values are means ± SD for 5 or 6 separate experiments. 
Influence of ironlascorbate on gene and protein expression 
of ABCAI. HUVECs were exposed to ironlascorbate and 
antioxidants for 4 h and 8 h at 37 oc. Thereafter, mRNA 
and protein levels of ABCAI were determined by (A) RT-
PCR and (B) Western blotting. Values are means ± SD for 
5 separate experiments. 
* P < 0.05, ** P < 0.004 vs controls. 
Effect of ironlascorbate on nuclear factors. Ironlascorbate 
was administered to HUVECs in the presence or absence 
of Trolox. Following the period culture of 4 h and 8 h, 
mRNA levels of (A) PPARa, (B) PPARWô, (C) PPARy, 
(D) LXRa, and (E) LXRp were examined by RT-PCR as 
FIGURES: 
FIGURE 6: 
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described in Methods. Values are means ± SD for 5 to 8 
separate experiments. 
Effect of ironlascorbate on adhesion molecules. 
Ironlascorbate was adrninistered to HUVECs in the 
presence or absence of Trolox. Following the incubation 
period of 4 h and 8 h, rnRNA levels of (A) VCAM-l, (B) 
ICAM-l and(C) E-selectin were exarnined by RT-PCR as 
described in Methods. Values are means ± SD for 3 or 4 
separate experiments. 
Effects of ironlascorbate on endothelial cell and monocyte 
interactions. After dying THP-l monocytes with BCECF-
AM as mentioned in the Method section, the THP-l cell 
suspension containing or not ironlascorbate and the 
antioxidant Trolox was gently loaded on HUVEC for an 
incubation of for 20 minutes a.t 37°C. After washing, 
fluorescence was measured by a Luminescence 
Spectrometer LS 50 (Perkin Elmer Instruments, Waltham 
MA) (excitation, 485 nm; ernission, 535 nm). The number 
of adherent cells per weIl was calculated by comparing the 
obtained fluorescence to a standard curve of THP-l labeled 
with BCECF-AM. Values are means ± SD for 4 separate 
experiments. 
*p < 0.05 vs controls. 
FIGURE 7: 
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Effect of iron/ascorbate on endothelial adhesion molecules 
in the presence of THP-l monocytes. A cell suspension of 
monocytes containing iron/ascorbate was added to 
HUVECs in the presence or absence of Trolox. Following 
the 20-minute incubation period culture with monocytes, 
the mRNA was isolated from the co-cultures and the levels 
of (A) VCAM-l, (B) ICAM-l, (C) E-selectin, (D) P-
selectin, (E) LOX-l, (F) eNOS and (G) MCP-l were 
examined by RT-PCR as described in Methods.Values are 
means ± SD for 3 or 4 separate experiments. 
* P < 0.01, ** P < 0.02 vs controls 
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ABSTRACT 
Although, oxida~ive stress has over the past few decades been underscored for its 
importance to human health and diseases, limited information is available 
concerning its direct role on macrophages. This study aims· to test the 
susceptibility of THP-l macrophages to develop oxidative stress and to deploy 
antioxidant defense mechanisms that insure the balance between the pro- and 
anti-oxidant molecules. Iron-ascorbate promoted the production of lipid 
peroxidation as reflected by the formation of malondialdehyde and H20 2 along 
with reduced polyunsaturated fatty acid levels and elevated glutathione 
disulfide/total glutathione ratio, a reliable index of cellular redox status. In 
response of iron-ascorbate-induced lipid peroxidation, THP-l macrophages 
developed an increase in cytoplasmic SOD activity due in part to the cytoplasmic 
SODI. On the other hand, a declin,e was noted in rnRNA and protein of 
extracellular SOD3, activity of GSH-peroxidase, GSH-transferase and ATOX-l 
expression, along with unchanged transcript levels of y-glutamylcysteine 
synthetase, glutathione synthetase and y-glutamyltransferase. Additionally, iron-
ascorbate-mediated oxidative stress degraded the inhibitory mole cule IKB that 
keeps NF-KB inactive, which induced the production of cytokine TNF-u. In 
conclusions, macrophages activated under conditions of oxidative stress do not 
adequately deploy a powerful endogenous antioxidant response, a situation that 
cao le ad to an enhanced inflammatory response. 
Key words: Antioxidant enzymes, NF-KR, redox status, PUFA, TNF-a 
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INTRODUCTION 
There is a great deal of evidence that oxygen-derived free radicals are important 
mediators of inflammation and tissue in jury. Reactive oxygen species (ROS) play 
a vital role in most immune ceUs, as they are used as signaling molecules (16, 19, 
47). However, their overproduction are known to play a crucial role in the 
pathogenesis of many cardiovascular diseases, including endothelial dysfunction, 
atherosclerosis, hypertension, diabetes, (23), which may involve DNA damage, 
oxidative modification of proteins and altered lipid structure (46). NormaUy, ceUs 
struggle to efficiently remove ROS in order to avoid deleterious effects. To this 
end, several enzymes scavenge the ROS accumulated in the cells. For example, 
the superoxide dismutase enzyme (SOD) acts as an endogenous cellular defense 
system that converts superoxide anions into oxygen and hydrogen peroxide, with 
the latter being further detoxified by catalase (CAT) and glutathione peroxidase 
(GPx). 
In early stages of atherosclerosis, oxidized lipoproteins are taken up by 
macrophages resulting in foam cell formation. This phenomenon activates 
macrophages that can further contribute to LDL modifications with the 
consequent acceleration of atherosclerosis development (42). Furthermore, 
macrophages react by producing ROS such as superoxide anion (02-), hydrogen 
peroxide (H20 2) and hydroxyl radical (OH) among others, in response to 
phagocytosis or stimulation by different agents (18), which contribute to the 
pathogenesis of diseases, including inflammation and atherosclerosis. Although 
oxidative stress has over the past few decades been underscored for its 
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importance to human health and diseases, limited information is available 
concerning its direct role on macrophages. Additionally, how the antioxidant 
reserves of macrophages respond to oxidative stress remains unclear. If the 
intracellular defense has gained widespread scientific acceptance, the ability of 
macrophages to deploy its protection assortment against destructive molecules 
has not been thoroughly investigated. It appears quite essential to define the 
antioxidant behavior of macrophages in order to grasp a clearer picture pertaining 
to the interruption of the vicious cycle induced by ROS. The transition metal iron 
is tightly sequestered in transport and storage of proteins and prosthetic groups, 
,~ 
but its participation is significant in the generation of oxidative stress. Markedly 
elevated levels of iron have been detected in advanced atherosclerotic plaques 
and are compatible with iron-catalyzed oxidation reaction (34). Because the 
production of ROS in macrophages provides a redox environment in which 
transition metals can fully realize their pro-oxidant potential, we have exposed 
macrophages to iron-ascorbate (Fe/As), a widely used oxygen-radical generating 
system (8, 37). The ultimate purpose of our study was to test both the 
susceptibility of macrophages to develop oxidative stress and the responsiveness 
of defense mechanisms that insure the proper balance between the pro-oxidant 
and antioxidant molecules. 
METHODS 
Cell Culture 
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THP-l human monocytes (American Type Culture Collection (ATCC) TIB 202) 
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 
10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 
1 00 ~glml streptomycin and 0.05 mM 2-mercaptoethanol. The cell line was 
cultivated at 37°C, 95% humidity and 5% CO2 and used between passages 4 and 
12. Cells (10x106) were differentiated into macrophages by the addition of phorbol 
l2-mysistate 13-acetate (Sigma) (100 ng/ml) for a 72-hour period. 
Estimation of Lipid Peroxidation 
THP-l cells were incubated in the presence or absence of iron-ascorbate 
(100/1000 !lM) or H202 (1000 !lM) and the antioxidants: Trolox (6-Hydroxy-
2,5,7,9-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid, Sigma) (0.5 mM), butylated 
hydroxytoluene (2,6-di-t-butyl-p-cresol, BHT, Sigma) (0.5 mM), a-Tocopherol 
(Sigma) (0.5 mM) and NAC (N-Acetyl-L-cysteine, NAC, Sigma) (5 mM). 
Ethanol (ETOH) (1 %) was used as a carrier control for the antioxidants. The 
reaction was terminated by the addition of 0.2% BHT to measure 
malonctialdehyde (MDA), as an index of lipid peroxidation. The amount of free 
MDA formed during the reaction was determined by HPLC as described 
previously (14). Proteins were first precipitated with a 10% sodium Tung state 
(Na2W04) solution (Aldrich Chemical), and protein-free supernatant was then 
reacted with an isovolume of 0.5% thiobarbituric acid solution (Sigma) at 90°C 
for 60 min. After cooling to room temperature, chromo gene was extracted with 1-
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butanol and dried over a stream of nitrogen at 37°C. The dry extract was then 
resuspended in a KH2PO,Jmethanol (70:30, pB 7.0) mobile phase before MDA 
detection by BPLC. 
F atty Acid Composition 
Cells were incubated in the presence or absence of iron-ascorbate and 
antioxidants and then homogenised in PBS (Gibco) containing 0.005% 
(weightlvolume) BHT. For trans-esterification, an interna1 standard consisting of 
14.9521lg nonadecenoic acid (C19: 1) was precisely weighed, dissolved in 2 ml of 
methanol-hexane 4: 1 (v/v), and added to 100 III of cell homogenate. Then acetyl 
chloride (200 Ill) was slowly added. Each tube was tightly closed and subjected 
to methanolysis at 100°C for 1 hour. After tubes had been cooled, 5 ml of 6% 
K2C03 solution was slowly added to stop the reaction and neutralize the mixture. 
The tubes were then shaken and centrifuged, and an aliquot of the hexane upper 
phase was injected into the chromatograph as previously described (35), using the 
Varian 8400 GC Autosampler system (Cole-Parmer, lil., Vernon Bills). The fatty 
acids were identified by comparison with the expected retention times of known 
standards and were analyzed with Galaxie Chromatography Data System 
software (Varian Inc., Palo Alto, Calif.). 
Measurement of Glutathione Content 
Cellular glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG) content were 
measured by capillary zone electrophoresis (51). Briefly, THP-I samples were 
homogenized with 1 % metaphosphoric acid and centrifuged for 3 minutes at 
10,000 g. The supernatant was frozen at -80°C untii glutathione determination. 
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OSH and OSSO from samples were separated by capillary electrophoresis 
(P/ACE MDQ from Beckman Coulter, Mississauga, Canada) in a 75-11m inner 
diameter x 50 cm silica capillary using a pH 8.4 buffer [75 mM boric acid + 25 
mM bis-TRIS), 28°C, 18 kV]. Olutathione was detected at 200 nm and quantified 
by comparison to standard OSH and OSSO curves. 
Determination of Superoxide Dismutase Activity 
The activity of the antioxidant enzyme SOD was measured in cell homogenates 
after incubation with iron-ascorbate. The total SOD activity was computed with 
the SOD determination kit (Fluka, Sigma-Aldrich) according to the 
manufacturer' s protocol. Cytoplasmic and mitochondrial SOD activity was 
discriminated using the Superoxide Dismutase Assay Kit II (Calbiochem) 
according to the manufacturer' s protocol. 
Regulatory Antioxidant Enzyme Activity 
The activity of the antioxidant enzymes CAT, OPx, glutathione reductase (OR) 
and glutathione S-transferase (OST) were measured in ceIl homogenates after 
incubation with iron-ascorbate and/or the antioxidants. Briefly, a substrate for 
each enzyme was added to the ceIl homogenates and rates of disappearance of the 
substrate were measured by spectrophotometry. The method for enzyme 
quantification was adapted from the protocol reported by Pippenger et al. (43). 
For CAT activity, aliquots of cell homogenates were mixed with H20 2 (10 mM) 
as a substrate, and absorbance was read at 240 nm for 3 min. For seleno-
dependant OPx activity, cell homogenates were mixed with a PBS-based working 
solution (pH 7.0) containing 1 mM OSH, 0.6 U OR (Sigma), and 100 mM ~-
288 
Nicotinamide adenine dinucleotide 2/ -phosphate reduced tetrasodium salt 
(NAOPH, Sigma) with a small quantity of tert-butyl hydroperoxide (Sigma) 
(1.5%) to initiate the reaction. To obtain non seleno-dependant OPx activity, the 
reaction was rather initiated with cumene hydroperoxide (Sigma) (0.5 mM). For 
OST activity, ceU homogenates were resuspended in a PBS buffer solution (pH 
6.5) containing 1 mM l-chloro-2,4-dinitrobenzene and 15 mM OSH to initiate the 
reaction. For OR activity, cell homogenates were added to a solution containing 1 
mM OSSO, 0.1 mM NAOPH, and 1% triton in PBS, pH 7.6). For each of the 
glutathione enzymes, absorbency rate was measured in a spectrometer at 340 nm 
for 3 min. 
Western Blot Analysis 
To determine the protein expression of SOOI, S002, S003, IKB and NF-KB, 
ceUs were homogenized and proteins (30 J..lg) were denatured at 95°C for 5 min in 
SOS dithiothreitol and p-mercaptoethanol-containing sample buffer, separated on 
a 4-7.5% gradient SOSIPAOE, and electroblotted onto Hybond-C Extra 
nitrocellulose membranes (Amersham) in 25 mM Tris and 192 mM glycine. 
Membranes were blocked in Tris-buffered saline [20 mM Tris-HCl (pH 7.5) plus 
137 mM sodium chloride (NaCl)] containing 0.1 % Tween 20 and 5% non fat dry 
milk for 60 min at room temperature. The blots were then incubated overnight at 
4 oC in blocking solution with the antibodies for SOO] (Upstate) (1: 1000), S002 
(Upstate) (1:1000), S003 (Abc am) (1:1000), IKB (Sigma-Alrich) (1:000), NF-l(B 
(Sigma-Aldrich) (1:2000) and p-actin (Sigma-Aldrich) (1:5000). The relative 
amount of primary antibody was detected with species-specific horseradish 
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peroxidase-conjugated secondary antibodies. Blots were developed and the 
protein mass was quantitated using an HP Scan jet scanner equipped with a 
transparency adapter and software. 
RT-PCR Expression Analysis 
Levels of specifie mRNAs were assessed by the reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) under quantitative conditions. Total cellular RNA from 
macrophages was isolated using Trizol® Reagent (Invitrogen) according to the 
manufacturer's protocol. The quantity and yield of the RNA were assessed by the 
260:280-nm optical density ratio and by electrophoresis in 1.5% agarose gels and 
were viewed via ethidium bromide staini~g. Complimentary DNA was 
synthesized in a total volume of 20 ~l, from RNA samples by mixing 2 ~g of total 
RNA, 2 ~l of reverse trancriptase buffer (lOX) supplemented with dNTPs (0.5 
mM each), oligo(dT) primers (2.5 ~M), RNase inhibitor (l0 units) and 
Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen). The first strand DNA synthesis was 
carried out at 3TC for 60 min. PCR amplification was performed in 50~1 volume 
using 5 ~l PCR Buffer (lOX), 10 ~l Q Solution (5X), dNTPs (200 ~M), 0.4 ~M of 
each corresponding primer and 2.5 units of TAQTM DNA Polymerase (Qiagen). 
The PCR amplifications were performed using a GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems) under the following profile: 28 to 35 cycles of 
amplification were used at 95 oC for 30 s,58 oC for 30 sand 72 oC for 40 s. 
Amplicons were visualized on standard ethidium bromide stained 1.5% agarose 
gel and analyzed using Scion hnage software. 
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Measurement of Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) in Cell Supernatants 
To quantify amounts of supematant TNF-a, cells were incubated with or without 
iron-ascorbate and the antioxidants Trolox and BHT. The supematants were 
collected, centrifuged at 10,000 g, and then frozen at -80°C until dosage. TNF-a 
was measured usîng the Quantikine® Human TNF-alTNFSFlA kit (R&D Systems) 
according to the manufacturer' s protocol. Absorbance was measured at 450 nm 
using a Spectrophotometer microplate reader (Tecan, Switzerland), with a 540 nm 
correction wavelength. TNF-a content was calculated by referring to a standard 
TNF-a curve. 
Measurement of lntra- and Extracellular H202 
To quantify Întra- and extracellular H20 2, cens were incubated with or without iron-
ascorbate, homogenized in PBS and then frozen at -80°C. H202 was measured with 
the Fluoro H2O2™ Detection kit (Ce Il Technology) according to the manufacturer's 
protocol. Fluorescence was measured using a Fluorescence plate reader (Molecular 
Deviees) (excitation 570 nm; ernission 600 nm). H202 content was calculated by 
referring to a standard H20 2 curve and expressed as J.LM H202 normalized to 
cellular proteins. 
Statistical Analysis 
An values are expressed as means ± SD. Data were analyzed by the one-way 
ANOV A and the two-tailed Student's t-test using a SPSS Software Il.0. 
Statistical significance was accepted at P < 0.05. 
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RESULTS 
MDA production following iron-ascorbate treatment 
Experiments were first performed to examine the effectiveness of the iron-
ascorbate (Fel As) system in initiating lipid peroxidation in THP-I macrophages. 
At the end of a 2-h culture period, the extent of lipid peroxidation was assessed by 
determining MDA in cel1s. Iron-ascorbate consistently promoted the production 
of peroxidation above baseline values (Figure lA), and the formation of MDA 
increased with rising iron-ascorbate concentrations in a dose-dependent manner 
(data not shown). Subsequently, the pro-oxidant capacity of iron-ascorbate was 
compared to H20 2, one of the most powerful agents frequently used in many 
studies. When macrophages were incubated with H20 2 (1000 IlM) or iron-
ascorbate (100/1000 IlM), the production of MDA was less prominent with the 
former (Figure lA), providing direct evidence for the ability of the iron-ascorbate 
system to provoke profound lipid peroxidation. As expected, the control with the 
vehicle (ETOH) showed no difference compared to the controls without any 
addition. Finally, the efficiency of various antioxidants in preventing or reducing 
lipid peroxidation was evaluated (Figure lB). Tocopherol, Trolox and BHT 
significantly restrained cellular peroxidation (P < 0.0001 vs Fel As), whereas NAC 
did not display equivalent protection although the data exhibited statistical 
significance (P < 0.0001 vs Fel As). Trolox and BHT were selected for subsequent 
experiments because of their capacity to maintain MDA near base li ne values, 
even at higher iron-ascorbate concentrations (results not shown). Neither iron-
ascorbate nor the antioxidants caused structural injuries or reduced cell viability 
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as assessed by 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid 
(MTT) test or trypan blue exclusion (results hot shown). 
Impact of iron-ascorbate on fatty acid composition 
Because peroxidation can lead to polyunsaturated fatty acid (PUFA) depletion as 
a result of an attack on membrane phospholipids, we determined fatty acid (FA) 
profiles under the influence of iron-ascorbate. THP-I macrophages exposed to 
this pro-oxidant system exhibited marked alterations in long chain PUFA (Table 
1). A significant decrease in eicosapentaenoate (20:5n-3), docosahexaenoate 
(22:6n-3), arachidonate (20:4n-6), and other n-3 and n-6 FA was recorded in 
THP-1 macrophages treated with iron-ascorbate (Table 1). The tabulation of the 
total FA belonging to individu al families disclosed a decrease in n-3 and n-6 
classes (Table 2). Fu rthermore , PUFAIsaturated FA ratio was lower, whereas 
commonly used index for essential FA deficiency [(20:3n-9120:4n-6)] was higher 
than that of control macrophages. However, the supply of Trolox or BHT 
attenuated the loss of PUFA resulting from iron-ascorbate exposure. Therefore, it 
is likely that unsaturated FA of macrophages incubated with iron-ascorbate were 
sensitive to peroxidation. 
Modulation of Redox status by iron-ascorbate 
The GSSG/total glutathione r~tio is important in determining the redox status of 
proteins, e.g. the ratio of inter-convertible reduced/oxidized forms of molecules, 
thus influencing protein function and activity in cells (24). Efforts have, therefore, 
been exerted to assess the effects of iron-ascorbate on the GSSG/total glutathione 
ratio, which provides a reliable estimation of cellular redox status in cells and is, 
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thus, frequently measured as an indicator of oxidative stress. As illustrated in 
Figure 2, iron-ascorbate-induced lipid peroxidation increased the GSSG levels, 
expressed as % of total glutathione, whereas the presence of separate 
antioxidants, in particular a-tocopherol and BHT, lowered the ratio (P < 0.05 vs 
Fe/As) without normalizing it to the control values. Trolox and NAC did not 
alleviate iron-ascorbate effect. 
Profile of antioxidant enzymes following iron-ascorbate exposure 
Since cells have developed an enzymatic antioxidant pathway against free 
radicals and ROS, which are generated during oxidative metabolism, we first 
measured the SOD activity. As can be seen in Figure 3, the treatment of THP-l 
macrophages with iron-ascorbate led to a significant rise in the total'SOD activity 
(P < 0.0001). In order to identify the isozyme responsible for the increased SOD 
activity, we examined the catalytic activity of cytoplasmic SODI and 
rnitochondrial SOD2. Only the activity of SODI was found elevated with the 
inclusion of iron-ascorbate in the culture medium (Figure 3). However, when we 
exarnined the gene and protein expression of SOD isozymes, the exposure of 
THP-I macrophages to iron-ascorbate led to a de cline in mRNA and protein mass 
of extracellular SOD3, whereas no changes were noted in SODI and SOD2 gene 
and protein expression (Figures 4 and 5). 
Given that ATOX-I is involved in mechanisms of oxidation protection and acts as 
a positive regulator of SOD3, we tested its gene expression (Figure 6). PCR 
analysis revealed a reduction of ATOX-I rnRNA levels following iron-ascorbate 
exposition. 
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The next series of experiments aimed at examining the activity of additional 
endogenous antioxidants. We first measured CAT activity, an important enzyme 
that catalyzes the conversion of H20 2 into H20 and molecular oxygen. Neither 
iron-ascorbate nor the antioxidants have led to any change in its activity (Figure 
7). As the antioxidant defenses of many ceIl types rely on OSH-related enzymes, 
we then assessed: (i) OPx that reduces hydroperoxides to the corresponding 
alcohols by means of OSH (Fig.8A); (ii) OR that catalyses the conversion of 
oxidized to reduced OSH (Fig.8B); and (iii) OST that catalyses OSH conjugation 
(Figure 8C). Iron-ascorbate slightly decreased the activity of seleno-dependant 
OPx (Figure 8A) and of OST (Figure 8C) In contrast, it remained without effect 
on OR (Figure 8B). 
Olutathione is synthesized in two sequential ATP-dependent reactions catalyzed 
by y-glutamylcysteine synthetase (y-OCS) - the rate-limiting enzyme and 
glutathione synthetase (OSS). We, therefore, examined the gene expression of 
these enzymes. No significant alterations were recorded in their rnRNA levels in 
response to iron-ascorbate (Figures 9A and 9B). We finally turned to y-
Olutamyltransferase (y-OT) that is the enzyme responsible for the extracellular 
catabolism of glutathione. Once again, its gene expression was not modified by 
iron-ascorbate treatment (Figure 9C). 
Relationship between iron-ascorbate-mediated oxidative stress and 
inflammation 
A wealth of data suggests that the NF-KR signaling pathway plays a crucial role 
in the initiation, amplification and resolution of inflammation by controlling the 
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expression of multiple inflammatory mediators. We, therefore, hypothesized that 
iron-ascorbate-mediated oxidative stress may de grade the inhibitory molecule 
Iill that kept inactive NF-ill, thereby generating powerful cytokines such as 
TNF-a. Experiments with THP-1 macrophages showed that iron-ascorbate was 
able to trigger TNF-a by decreasing Iill (Figure 10). Trolox was able to reduce 
TNF-a levels (P < 0.05 vs Fe/As) but, surprisingly, BHT did not prevent Fe/As 
effects on TNF-a, and ev en raised its levels when administrated alone (P < 
0.0001 vs controls). 
Cellular and extracellular H20 2 leveis 
Since our results showed that iron-ascorbate was able to induce the elevation of 
total and cytoplasmic SOD activity, without any change in CAT activity, we 
hypothesized that H202 might accumulate in THP-1 macrophages. We, therefore, 
measured H202 at the cellular and the extracellular leveL Our results show that 
iron-ascorbate caused an increase in H20 2 concentrations in cell homogenates and 
in supematants (Figure 11). 
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DISCUSSION 
Macrophages play central roI es as effectors in inflammatory reactions and cell-
mediated immune responses. They are phagocytic cells that scavenge a large 
variety of compounds such as bacteria and apoptotic cells. One of the most 
immediate response of monocytes/macrophages to a variety of activating stimuli 
is the production of Oz- in process called the "respiratory burst", contributing to 
the elimination of invading pathogens (18). In addition to ils bactericidal action, 
physiological and controlled production of ROS (in the form of Oz , HzOz, OH or 
1ipid peroxyl radical), is requisite for proper regulation of signal transduction 
pathways that ultimately control geneexpression, post-translation al protein 
modifications and receptor-mediated cell-signaling processes (3, 18). By contrast, 
sustained overproduction of ROS may result in inflammation and tissue in jury. 
For example, excessive and uncontrolled ROS production can damage vascular 
cells, induce the formation of oxidized LDL (oxLDL), and may, as such, 
participate in the initiation and development of atherosclerosis (33). In these 
conditions, the antioxidant capacity of macrophages is very important not only to 
main tain vital function in host defense but also to tightly control the intracellular 
oxidative tone. Rapid progress in understanding the relationship between 
macrophages and oxidative stress has originated from the particular attention 
devoted to the chemical events responsible for oxidative modified form of LDL, 
which culminate in atherosc1erosis (22). However, the ability of macrophages to 
handle exogenous oxidative stimuli and to deploy their antioxidant "arsenal" has 
little been investigated. More specifically, the effect of iron-ascorbate on the 
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susceptibility of macrophages to develop lipid peroxidation, trigger endogenous 
antioxidant response, alter redox status and generate inflammation needs to be 
characterized. Here we show that iron-ascorbate supplementation of macrophages 
led to (i) a marked lipid peroxidation; (ii) a depletion of n-3 and n-6 PUFA; (iii) 
an increase in the GSSG/total glutathione ratio, a reliable index of cellular redox 
status; (iv) a rise in total SOD activity probably consequent, in part, to enhanced 
SODI activity; (v) a decline in mRNA and protein mass of extracellular SOD3 
along with a down-regulation of ATOX-l; (vi) a decrease in GPx and GST; (vii) 
an invariable activity of CA T and GR; (viii) an unchanged expression of y-GCS, 
GSS and y-GT; (ix) an enhanced TNF-a along with decreased IK13 protein 
expression; and (x) H20 2 accumulation at the cellular and extracellular levels. 
Iron is a known catalyst for the oxidation of biological molecules, such as 
proteins, DNA, and lipids (49). It is proposed that the iron-catalyzed lipid 
oxidation (2) is induced by the formation of OH upon decomposition of H20 2 by 
ferrous ions, which subsequently react with polyunsaturated lipids to initiate 
chain reactions that lead to the formation of lipid hydroperoxides. The latter may 
undergo breakdown by Fe (II), leading to the formation of radicals and the 
propagation of the lipid oxidation process via the Fenton-like reaction. More and 
more investigations have been carried out on the combination of ascorbic acid 
and metals, including iron, in view of their involvement in the oxidation of 
unsaturated lipids in vivo (20, 21, 32, 41, 44, 50). Recently, we showed that iron-
ascorbate-mediated lipid peroxidation altered the composition and properties of 
the bilayer lipid environment, affected the functions of sterol regulatory enzymes 
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and integral membrane proteins of the endoplasmic reticulum, and disturbed 
cholesterol homeostasis (11). Severallaboratories have also shown the ability of 
iron to initiate strong lipid peroxidation, whereas ascorbic acid can amplify iron-
oxidative potential by promoting metal ion-induced lipid peroxidation (4, 9, 30). 
The data presented here c1early indicate that the iron-ascorbate system efficiently 
elicited marked lipid peroxidation in macrophages, probably via the oxidation of 
membrane PUFA, yielding a loss of cellular n-3 and n-6 FA. MDA levels and 
PUFA depletion could be abrogated by treating macrophages with antioxidants. 
In the studies reported here, we sought to assess the effect of iron-ascorbate on the 
redox status known for its susceptibility to manifestations of oxidative stress. An 
important part of the defense against oxidative stress and free radicals in most 
organisms is the ubiquitous tripeptide glutathione (L-gamma-glutamyl-L-
cysteinylglycine). It is the most abundant thiol-containing compound in the 
mammalian cell, with levels as high as 10 mM (31, 39, 40). Glutathione exists 
mainly in its reduced form (GSH) and only about 1-5% is in the oxidized form 
GSSG. The NADPH-requiring enzyme glutathione-disulfide reductase reduces 
GSSG back to GSH, and the GSSG/total glutathione ratio is often used as an 
indicator of the redox status of the cell (29, 45). Our data showed that the 
increased lipid peroxidation, reflected by the high levels of MDA and the low 
amounts of PUF A, were accompanied by a higher GSSG/total glutathione ratio in 
THP-1 macrophages. 
Free radicals are controlled by various cellular defense mechanisms consisting of 
enzymatic proteins. The enzymatic antioxidant defenses inc1ude SOD, CAT and 
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GPx. SOD is the antioxidant enzyme that catalyses the dismutation of the highly 
reactive O2- and H202. CAT and GPx play an important role in the detoxification 
of H20 2. In particular, CAT reacts very efficiently with H20 2 to form water and 
molecular oxygen and with hydrogen donors with peroxidase activity, thus 
protecting cells against the H202 generated within them. GPx catalyses the 
reaction of hydroperoxides by using GSH, thereby protecting mammalian cells 
against oxidative damage. The findings reported here indicate that the total 
activity of SOD in macrophages increases in the presence of iron-ascorbate. 
However, CAT was unchanged and a slight faB was noted in GPx activity. 
Therefore, the imbalance in the coordinated expressionJactivity of antioxidant 
enzymes in macrophages can lead to the generation of oxidative stress: by 
promoting 02 dismutation, SOD could facilitate formation of H202, another ROS 
capable of inducing cell in jury at high concentrations. 
Marnmalian systems contain three SOD metallo-isozymes: copper- and zinc-
containing SOD (Cu, Zn-SOD or SODI), manganese containing SOD (Mn-SOD 
or SOD2) and extracellular-SOD (EC-SOD or SOD3). EC-SOD is a secretory, 
tetrameric glycoprotein, whereas Cu, Zn-SOD and Mn-SOD are intracellular 
enzymes predorninantly found in the cytoplasm and mitochondria, respectively. 
Evidence was brought in our experiments, which indicate an up-regulation of 
SOD 1 activity by iron-ascorbate-mediated oxidative stress. This gain of function 
was not accompanied with an enhancement of the gene and protein expression of 
SODl, thus pointing to a post-translational regulation (1, 6, 10, 12, 13). In line 
wlth our results, Holvoet et al. (26) have reported that oxLDL can reduce oxidant 
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defense in THP-l by inhibiting SOD 1. Recent findings obtained in gene-targeted 
mouse have highlighted the functional importance of SOD 1. Invalidation of 
SOD 1 resulted in increased levels of vascular superoxide and peroxynitrite, 
elevated myogenic tone, augmented vasoconstrictor responses, impaired 
endotheIium-dependent relaxation in large arteries and microvesseIs, amplified 
valvular permeability after ischemia and defects in vascular structure (7, 15,48). 
The predominance of SOD 1 in all cells is also insightful as to its pivotaI function, 
and to provide an example, SODI activity in human and mouse aorta accounts for 
50-80% of total SOD activity, whereas SOD2 contributes 2-12% and SOD3 the 
remainder (17). The decline in the gene and protein expression of SOD3 may be 
detrimental given its role in modulating the levels of extracellular 02-. 
ATOX-l is a cytosolic protein chaperone that delivers copper to SOD3 and is 
required for its activity (28). Using RT-PCR, we found a significant decrease in 
its gene expression. This is consistent with the findings that ATOX-l functions 
not only as a copper chaperone for SOD3, but also as a positive regulator for its 
transcription (28). 
We have investigated the possible H20 2 accumulation at the intracellular and 
extracellular levels as a consequence of iron-ascorbate administration to THP-l 
macrophages. Our data showed increased amounts of H20 2 in cell homogenates 
and in supernatants. It has already been demonstrated that H20 2 can Ied to a 
reduction of SOD3 protein and gene expression of SOD3 (25, 38). This H20 2 
accumulation could be a mechanism by which iron-ascorbate can reduce SOD3 
expressIOn. 
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In macrophages, the inflammatory response is largely controlled through 
regulation of the transcription nuclear factor NF-KB. NF-KB exists primarily in 
the cytosol as a p50/p65 heterodimer complexed with its inhibitor protein IKB. 
Activation of the IKB kinase complex by numerous stimuli leads to the 
phosphorylation of IKB, causing its dissociation from the NF-KB heterodimer and 
subsequent de gradation by the proteasome. Loss of IKB reveals a nuclear 
localization sequence on the NF-KB heterodimer that allows its rapid translocation 
to the nucleus and facilitates transcription of proinflammatory proteins (5, 36). 
Since NF-KB is a redox-sensitive transcription factor that can be either activated 
or inhibited by oxidative stress, we tested the expression of IKB in THP-I 
macrophages exposed to iron-ascorbate. Apparently, this pro-oxidant system was 
capable of decreasing IKB mRNA, which potentially facilitated the release of NF-
KB and its translocation to the nucleus where it could trigger the trans-activation 
of inflammatory genes such as TNF-a noted in our experiments. Noteworthy, one 
interesting finding of our experiments is that BHT alone induced an increase in 
TNF-a secretion. Based on available scientific literature, we expected that this 
antioxidant would lead to obvious anti-inflammatory effects as suggested by 
Hultén et al. (27). Interestingly, data from our laboratory have shown that BHT, 
in sorne circumstances, could promote inflammation (unpublished results). 
The diagram in Figure 12 depicts the potential mechanisms for the modulation of 
antioxidant enzymes in macrophages exposed to iron-ascorbate-mediated lipid 
peroxidation: (1) Oxidative stress activates macrophages by inducing the 
dissociation of NF-KB from its inhibitor IKB, which stimulates the NADPH 
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oxidase- 02-generating system and TNF-a, production; (2) O2 production induces 
SODI activity without a concomitant rise in catalase and GPx activities, resulting 
in intra- and extracellular H20 2 accumulation at the intra- and extracellular levels~ 
(3) in tum, H20 2 down-regulates SOD3 and ATOX-l gene transcription, or 
directly affects its protein mass, reflecting a reduced protein expression. 
In conclusion, the results of the present study highlight the inefficiency of THP-I 
cell line to strongly respond to oxidative stress induced by iron-ascorbate. 
Additional experiments are needed to validate the data in prirnary cultures of 
human monocytes. Our findings may be relevant for the better understanding of 
the disease pathophysiology implicating macrophages and for the future 
developments of preventive strategies. 
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TABLE 1. Fatty Acid Composition in macrophages exposed to lipid peroxidation 
FE/ASC :FE/ASC 
Fatty Acid CONT FE/ASC TROL BHT +TROL +BHT 
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) 
% Total 
14:0 5.10 ± 0.29 5.37 ± 0.16 5.04 ± 0.13 5.07 ± 0.13 4.99±0.43 5.03 ± 0.16 
15 :0 0.71 ± 0.23 0.75 ± 0.01 0.72 ± 0.05 0.72 ±0.02 0.69 ± 0.04 0.70 ±0.02 
16:0 38.02 ± 0.87 39.33 ± 0.42 37.43 ±0.28 37.96 ±0.60 37.08 ± 1.36 37.28 ± 0.46 
17 :0 0.70 ± 0.001 0.73 ± 0.02 0.71± 0.02 0.72 ±0.03 0.68 ±0.01 0.71 ± 0.02 
18 :0 8.94 ± 0.40 9.22 ± 0.22 8.90±0.08 8.94 ±O.l9 8.60 ± 0.70 9.15 ± 0.10 
20:0 0.58 ± 0.09 0.60± 0.03 0.50 ±0.02 0.57 ±0.07 0.52±0.05 0.52 ±0.02 
22 :0 0.55 ±0.09 0.57 ± 0.03 0.57 ±0.03 0.56 ±0.04 0.49±0.1l 0.55 ±0.03 
24:0 0.67 ±0.03 0.75 ±0.02* 0.70±0.03 0.66 ±0.12 0.62 ±0.19 0.73 ± 0.02* 
18 :3n-3 0.078 ± 0.045 0.084 ± 0.077 0.11 ± 0.043 0.122 ± 0.037 0.099±0.018 0.096 ± 0.013 
20 :5n-3 0.23 ±0.004 0.15 ± 0.009*** 0.29 ± 0.01 ** 0.26 ± 0.006** 0.25 ±0.06 0.28 ± 0.03 
22 :5n-3 0.86 ±0.02 0.80 ± 0.07 0.92 ± 0.0\ * 0.90 ± 0.1\ 0.82±0.18 0.97 ± 0.05* 
22 :6n-3 1.61 ± 0.05 1.19±0.02*** 1.79 ± 0.02** 1.72 ± 0.16 1.60 ± 0.35 1.89 ± 0.05*** 
18 :2n-6 2.42 ± 0.0\ 2.37 ± 0.09 2.49 ± 0.06 2.66 ± 0.32 2.41 ± 0.07 2.46 ± 0.03 
18 :3n-6 0.086 ± 0.089 0.079 ± 0.022 0.277 ± 0.172 0.168 ± 0.135 0.098 ±0.06 0.094 ± 0.08 
20 :2n-6 0.02 ± 0.034 0 0 0 0.06± 0.11 0 
20 :3n-6 1.21± 0.04 1.01 ± 0.002** 1.32 ± 0.004* 1.31± 0.06 1.20 ± 0.19 1.38 ± 0.03** 
20 :4n-6 4.68 ± 0.29 2.72 ± 0.06*** 5.81 ± 0.06* 5.14 ± 0.06 5.21± 0.61 5.57 ± 0.20* 
22 :4n-6 0.48 ± 0.22 0.24± 0.02 0.75 ± 0.07 0.78 ± 0.15 0.57 ± 0.16 0.86 ± 0.07 
16 :ln-7 3.88 ± 0.08 4.00 ± 0.04 3.88 ± 0.08 3.95 ± 0.08 3.84± 0.29 3.94 ± 0.06 
18 :ln-7 6.14 ± 0.05 6.23 ± 0.14 6.09 ± 0.06 6.00 ± 0.06* 5.85 ± 0.51 6.14 ± 0.01 
18 :ln-9 13.48 ± 0.50 13.51 ± 0.23 13.48 ± 0.34 13.32 ± 0.35 12.98 ± 0.75 13.478 ± 0.08 
20 :ln-9 0.37 ± 0.05 0.41± 0.05 0.31 ± 0.02 0.29 ± 0.03 0.28 ± 0.04 0.27 ± 0.06 
20 :3n-9 0.40 ± 0.02 0.32 ± 0.007** 0.43 ± 0.02 0.40 ± 0.01 0.40±0.05 0.43 ± 0.02 
24 :1 n-9 0.28 + 0.03 0.23 + 0.003 0.31 + 0.02 0.31 ± 0.04 0.28 +0.07 0.32 + 0.004 
Results (X ± SD) are expressed as mol % of total fatty acids present. *p < 0.05 ** P < 0.01 ***p <0.001 
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TABLE 2. Proportions of fatty acid famUies and indexes of essential fatty 
acid deficiency and desaturase in macrophages exposed to Iipid peroxidation 
FE/ASC FE/ASC 
Fatty Acid CONT FE/ASC TROL BHT +TROL +BHT 
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) 
% 
SFA (%) 56.25 ± 58.31 ± 54.65 ± 55.64 ± 55.64 ± 56.21 ± 
0.76 0.223 2.74 0.57 0.41 0.65 
MUFA(%) 28.56 ± 29.65 ± 27.05 ± 27.27 ± 26.00 ± 27.26 ± 
0.81 0.35 0.30 0.35 2.11 0.19 
PUFA(%) 12.15 ± 9.07 ± 14.28 ± 13.54 ± 12.80 ± 14.13 ± 
0.77 0.31 ** 0.09* 0.42 1.48 0.37 
PUFA: 0.22 ± 0.16 ± 0.26 ± 0.24 ± 0.01 0.23 ± 0.25 ± SFA 0.02 0.001 ** 0.003* 0.020 0.009* 
Total n-3 2.84± 2.32 ± 0.02 3.19 ± 3.07 ± 0.30 2.84 ± 0.59 3.32 ± (%) 0.10 0.71 0.11 
Total n-6 8.91± 6.43± 10.66 ± 10.07 ± 9.56 ± 0.86 10.38 ± (%) 0.67 0.033** 0.10** 0.15 0.24* 
Total n-7 10.68 ± 10.88 ± 10.63 ± 10.63 ± 10.31 ± 10.74 ± 
(%) 0.07 0.05 0.08 0.15 0.86 0.05 
Total n-9 18.14 ± 19.00 ± 16.56 ± 16.87 ± 15.91 ± 16.89 ± 
(%) 0.85 0.10 0.22 0.39 1.44* 0.24 
DHA:AA 0.35 ± 0.44 ± 0.30 ± 0.03 0.34± 0.31 ± 0.33 ± 0.03 0.01 0.009* 0.002 0.001 
16 :ln-7 1.61 ±0.04 1.69 ± 0.07 1.56 ± 1.50 ± 0.17 1.59 ± 0.08 1.60 ± /18 :2n-6 0.07 0.04 
20 :3n- 0.086 ± 0.117 ± 0.075 ± 0.078 ± 0.078 ± 0.078 ± 
9120 :4n-6 0.003 0.002** 0.003** 0.002* 0.002* 0.001 ** 
18:2n- 0.52± 0.87 ± 0.43± 0.52 ± 0.07 0.47 ± 0.04 0.44 ± 6120 :4n-6 0.03 0.05** 0.006 0.01 
X ± SD. SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, 
polyunsaturated fatty acids. 
* P < 0.001 ** P < 0.0001 
FIGURE 1 
FIGURE 2 
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FIGURE LEGENDS 
Lipid peroxidation in THP-1 cells challenged with iron-
ascorbate. THP-1 cells were incubated with iron-ascorbate 
for 2 h at 37 oc. Lipid peroxidation was monitored by 
measuring malondialdehyde (MDA) formation in cells. The 
pro-oxidant capacity of Fe/As (100/1000 J.lM) was compared 
to H202 (1000 IlM) and the control with the vehicle (ETOH) 
alone (A). The effects of antioxidants [u-Tocopherol 
(TOCO), Trolox (TROL), BHT and NAC, all solubilized in 
ethanol (ETOH)] on iron-ascorbate-mediated lipid 
peroxidation were also tested (B). To this end, cells were 
incubated for 2 h with the antioxidants in addition to iron-
ascorbate. Cells were then treated to determine MDA by 
HPLC. Values are means ± SD for 5 different experiments. 
ap < 0.0001 vs. controls; bp < 0.001 vs controls, cp < 0.0001 
vs Fe/As. 
Effect of iron-ascorbate on GSSG levels, expressed as % of 
total glutathione. Macrophages were treated for 2 h with/or 
without Fe/As (100/1 000 IlM) and the antioxidants u-
Tocopherol (TOCO), Trolox (TROL), BHT and NAC. 
Cellular reduced glutathione (GSH) and glutathione disulfide 
(GSSG) content was measured by capillary zone 
FIGURE 3 
FIGURE 4 
FIGURES 
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electrophoresis. Values are means ± SD for 5 different 
experiments. 
ap < 0.05 vs. controls; bp < 0.05 vs Fe/As. 
Influence of iron-ascorbate on superoxide dismutase 
activity. The activity of the antioxidant enzyme SOD was 
measured in cell homogenates after incubation with Fe/As. 
Separate techniques were employed to determine total 
SOD activity and to discriminate cytoplasmic and 
mitochondrial SOD activity. Values are means ± SD for 5 
separate experiments. 
ap < 0.000 1 vs controls; bp < 0.0 1 vs controls. 
Influence of iron-ascorbate on the gene expression of 
SOD1 (A), SOD2 (B) and SOD3 (C) in THP-1 
macrophages. After a 2 hour-exposition of macrophages to 
Fe/As, mRNA levels were determined by RT-PCR. Values 
are means ± SD for 4 separate experiments. 
ap < 0.001 vs controls. A representative blotis shown. 
Influence of iron-ascorbate on the protein expression of 
SODI (A), SOD2 (B) and SOD3 (C) in THP-I 
macrophages. After a 2 hour-exposition of macrophages to 
Fe/As, protein levels of SODI, SOD2 and SOD3 were 
determined by Western blot. Values are means ± SD for 6 
separate experiments. 
FIGURE 6 
FIGURE 7 
FIGURE 8 
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ap < 0.015 vs controis. A representative blot is shown. 
Influence of iron-ascorbate on the gene expression of 
ATOX-l in THP-l macrophages. After a 2 hour-exposition 
of macrophages to Fe/As, rnRNA levels were determined 
by RT-PCR. Values are means ± SD for 4 separate 
experiments. 
ap < 0.001 vs controis. A representative blot is shown. 
Influence of peroxidation on catalase enzymatic activity in 
THP-I macrophages. The activity of the antioxidant 
enzyme catalase was measured in cell homogenates after 
incubation with Fe/As and the antioxidants Trolox (TROL) 
and BHT. CelI homogenates were placed in a cup that 
received H20 2 (10 mM) as a substrate, andabsorbance was 
read at 240 nm for 3 min. Values are means ± SD for 8 
separate experiments. 
Influence of peroxidation on antioxidant enzyme activity in 
THP-I macrophages. The activity of the antioxidant 
enzyme glutathione peroxidase (GPx) was measured in cell 
homogenates after incubation with Fe/As and the 
antioxidants Trolox (TROL) and BHT (A). To obtain 
seleno-dependant GPx activity, the reaction was initiated 
with tert-butyl hydroperoxide (1.5%); and to obtain non 
seleno-dependant GPx activity, the reaction was initiated 
FIGURE 9 
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with cumene hydroperoxide (0.5 mM). Absorbance rate 
was measured in a spectrometer at 340 nm for 3 min. 
Values are means ± SD for 4 to 8 separate experiments. 
ap < 0.0001 vs controls. 
For GR activity (B), cell homogenates were mixed with 
PBS buffer solution (pH 7.6) containing GSSG (1 mM), 
NADPH (0.1 mM) and triton (1%). Absorbance rate was 
measured in a spectrometer at 340 nm for 3 min. Values are 
means ± SD for 4 separate experiments. 
ap < 0.0001 vs controls. 
For GST activity (C), cell homogenates were resuspended 
in a PBS buffer solution (pH 6.5) containing 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (1 mM) and GSH (15 mM) was used to 
initiate the reaction. Absorbance rate was measured in a 
spectrometer at 340 nm for 3 min. Values are means ± SD 
for 8 separate experiments. 
ap < 0.001 vs controls. 
Influence of iron-ascorbate on the gene expression of y-
glutamylcysteine synthetase (y-GCS) (A), glutathione 
synthetase (GSS) (B) and y-Glutamyltransferase (y-GT) (C) 
in THP-1 macrophages. After a 2 hour-exposition of 
macrophages to Fe/As, mRNA levels were determined by 
FIGURE 10 
FIGURE 11 
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RT-PCR. Values are means ± SD for 4 separate 
experiments. A representative blot is shown. 
Influence of iron-ascorbate on the protein expressIOn of 
IKR and NF-KR, as well as on TNF-a supernatants levels 
in THP-l macrophages. After a 2 hour-exposition of 
macrophages to Fe! As, protein levels of IKR (A) and NF-
KR (B) were determined on cell homogenates by Western 
blot. Values are means ± SD for 3 separate experiments. A 
representative blot is shown. Supernants TNF-a levels 
were measured following 2-hour incubation with or 
without Fe!As and the antioxidants trolox (TROL) and 
BHT (C). TNF-a was measured on the supernatants using 
the commercial Quantikine® Human TNF-a/TNFSFIA kit. 
Absorbance was measured at 450 nm, with a 540 nm 
correction wavelength. Values are means ± SD for 4 
separate experiments. 
ap < 0.001; bp < 0.003; cp < 0.0001 vs controls. 
Influence of iron-ascorbate on intracellular and 
extracellular levels of H20 2 in THP-l macrophages. After a 
2 hour-exposition of macrophages to Fe! As, H20 2 was 
measured on cellular homogenates and supernatants with 
the commercial Fluoro H20 2 ™ Detection kit and 
fluorescence was measured at 570 nm (excitation) and 600 
FIGURE 12 
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nm (emission). Values are means ± SD for 4 separate 
experiments. 
ap < 0.001 vs controls. 
Shematic view of potential mechanisms modulating 
antioxidant enzymes in macrophages exposed to iron-
ascorbate-mediated 1ipid peroxidation. (1) Oxidative stress 
activates macrophages by inducing the dissociation of NF-
KR from its inhibitor IKR, which stimulates the NADPH 
oxidase- 02-generating system and TNF-a production; (2) 
O2- production induces SOD1 activity without a 
concomitant ri se in catalase and GPx activities, resulting in 
intra- and extracellular H20 2 accumulation at the intra- and 
extracellular levels; (3) In turn, H20 2 down-regulates 
SOD3 and ATOX-1 gene transcription, or directly affects 
its prote in mass, reflecting a reduced prote in expression. 
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6. DISCUSSION GÉNÉRALE 
Les connaissances sur le développement de l'athérosclérose ont beaucoup 
évolué depuis les dernières années. L'examen approfondi des différentes étapes 
s'y rapportant nous a amené à mieux saisir les processus pathophysiologiques 
déclencheurs comme le diabète, la résistance à l'insuline, l'hypercholestérolémie, 
l'hypertension et l'hyperhomocystéinémie. De plus, la combinaison 
d'inflammation, d'accumulation lipidique et de stress oxydatif pèse lourdement 
dans l'initiation de l'athérosclérose. Nous avons jugé pertinent de porter une 
attention particulière à ces trois composantes d'intérêt. 
Jusqu'à présent, l'implication du stress oxydatif dans le développement de 
l'athérosclérose a été étudiée surtout en relation avec l'oxydation des LDL et 
l'ensemble des données expérimentales supporte un rôle important des oxLDL 
dans la pathogenèse de l'athérosclérose. Nous pouvons citer les évidences 
suivantes comme exemples: (1) les LDL ayant subi des modifications oxydatives 
sont présentes dans les lésions athéromateuses [513-516]; (2) l'inhibition de 
l'oxydation des LDL par différents antioxydants peut ralentir la progression de la 
maladie [517-519] ; (3) la susceptibilité des LDL à l'oxydation est corrélée à la 
sévérité de la maladie coronarienne [520]; et (4) les oxLDL ont la capacité de 
transformer les macrophages en cellules spumeuses [116]. Par contre, l'impact 
direct du stress oxydatif, indépendamment de l'implication des oxLDL, comme 
facteur causal du développement de l'athérosclérose, a été pauvrement examiné. 
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Pourtant, les dérivés réactifs de l'oxygène générés au niveau de la paroi 
vasculaire constituent un facteur causal important de la dysfonction endothéliale, 
étape primaire de l'athérogenèse [128]. Les lipides oxydés de la paroi vasculaire 
stimulent l'expression des molécules d'adhésion, le recrutement des cellules 
mononucléées par l'endothélium, les réponses inflammatoires et la formation des 
cellules spumeuses [5]. Si plusieurs études animales ont dévoilé les bénéfices des 
antioxydants sur le développement de l'athérosclérose [521-524], les études 
d'interventions humaines ne sont pas globalement parvenues aux mêmes 
conclusions [449-451]. Toutefois, l'utilisation d'antioxydants assez puissants à 
des doses optimales semble apporter des effets cardiovasculaires bénéfiques chez 
l'humain [525], ce qui permet de considérer avec positivisme de futures 
interventions pharmacologiques antioxydantes. 
D'un autre côté, tous les facteurs de risque de l'athérosclérose sont 
associés à une élévation du niveau global de stress oxydatif, tel que démontré par 
l'augmentation de certains marqueurs sériques et urinaires [526-528]. Des études 
randomisées ont aussi révélé que la consommation d'une diète riche en fruits et 
en légumes, réduite en graisses totales, en lipides saturés et en cholestérol permet 
d'abaisser les niveaux de stress oxydatif de l'organisme, en réduisant l'oxydation 
des lipides in vivo, et améliore la capacité antioxydante [529]. 
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Dans cette optique, nos travaux ont principalement évalué l'impact du 
stress oxydatif sur certaines étapes précoces du développement de 
l'athérosclérose. Nous avons étudié si l'état général de péroxydation de certaines 
cellules de la paroi vasculaire, spécifiquement les monocytes/macrophages et les 
cellules endothéliales vasculaires, peut influencer leur propension à développer 
l'athérosclérose. Nous avons initialement émis l'hypothèse que les cellules qui se 
trouvent dans un milieu présentant un niveau de stress oxydatif élevé sont plus 
disposées à subir les changements physiologiques et mécanistiques 
caractéristiques de l'athérosclérose, et ce plus spécialement au niveau des 
processus de transport de cholestérol. 
Dans nos travaux, le système utilisé pour engendrer un stress oxydatif, 
sans l'implication des oxLDL, est constitué du fer et de l'ascorbate qui sont 
ajoutés aux milieux de culture de nos modèles cellulaires. Les radicaux 
hydroxyles et ascorbyles ainsi formés attaquent les lipides membranaires, ce qui 
initie la péroxydation lipidique et un stress oxydatif. D'autres agents générateurs 
de radicaux libres auraient pu être utilisés, avec possiblement des impacts 
différents sur l'issue des résultats. Nous avons toutefois choisi le modèle de fer-
ascorbate, car les macrophages THP-l se sont avérés difficiles à péroxyder. En 
effet, ni le péroxyde d'hydrogène ou le générateur de radicaux libres «2,2'-
azobis-2-methyl-propanimidamide dihydrochloride» (AAPH) n'ont permis 
d'élever les niveaux de MDA dans ces cellules, contrairement au fer-ascorbate 
qui y est efficacement parvenu. Par la suite, pour nos études sur les HUVEC, 
nous avons désiré poursuivre avec le même inducteur de péroxydation. 
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Dans la première partie de notre travail, nous avons exploré si la 
péroxydation lipidique induite par le fer-ascorbate provoque des dérangements 
dans le transport du cholestérol au niveau des macrophages THP-l. Nous avons 
démontré que l'exposition des THP-l au fer-ascorbate: (1) induit une 
péroxydation lipidique; (2) diminue l'efflux de cholestérol sans en affecter son 
influx; (3) abaisse l'expression génique et protéique de l'ABCAI sans affecter 
les autres récepteurs de l'homéostasie du cholestérol à l'étude; et (4) réduit 
l'expression de PPARa, PPARy, LXRa et LXRp. Le traitement avec les 
antioxydants Trolox et BHT a permis de prévenir les effets nocifs du fer-
ascorbate. 
Dans les macrophages THP-l, le complexe fer-ascorbate s'est avéré très 
efficace pour induire une péroxydation lipidique, tel que démontré par l'élévation 
des niveaux de MDA, une mesure bien établie de péroxydation lipidique [476]. 
Ceci est appuyé par l'effet inhibiteur des antioxydants Trolox et BHT sur les 
quantités de MDA. 
L'intégrité du mouvement du cholestérol dans les THP-l s'est avérée 
compromise sous l'effet pro-oxydant du fer-ascorbate, ce qui suggère que 
l'oxydation des LDL est un processus important, mais non obligatoire, pour la 
formation de cellules spumeuses. Fait intéressant dans nos expériences, seule la 
voie de l'efflux a été dérangée par la péroxydation lipidique. Tel que mentionné 
précédemment, la formation des cellules spumeuses à partir des macrophages 
constitue un événement critique de l'initiation du processus d'athérosclérose. La 
modulation par le stress oxydatif de l'expression de gènes impliqués dans les 
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voies d'import et d'export de cholestérol peut avoir un grand impact dans la 
formation des cellules spumeuses et le développement des lésions. Ces résultats 
peuvent être mis en parallèle avec les observations cliniques montrant que 
l'inhibition de l'oxydation des lipoprotéines peut réduire l'athérosclérose, 
indépendamment de l'abaissement des niveaux de cholestéro] [530,531]. 
Par la suite, nous avons investigué la régulation génique et protéique des 
récepteurs qui participent au transport de cholestérol. La CD36 est un récepteur 
éboueur majeur qui internalise les LDL modifiées [202,532]. Nos résultats 
montrent que seule l'expression protéique de la CD36 est modifiée par le stress 
oxydatif dans les macrophages THP-l. Il a déjà été démontré que les oxLDL 
peuvent stimuler la CD36 via le facteur de transcription PPARy [202,532], 
menant potentiellement à la formation de cellules spumeuses, la mort cellulaire et 
le relâchement de lipides et des MMPs. Toutefois, dans nos expériences, 
l'expression génique de PP ARy a été réduite par le fer-ascorbate alors qu'aucun 
changement dans l'ARNm de la CD36 n'a été décelé. 
D'une manière similaire, le complexe fer-ascorbate n'a pas causé de 
changements dans l'expression génique et protéique de SR-BI, récepteur qui 
permet les échanges bidirectionnels de cholestérol à travers la membrane 
plasmatique et l'entrée des esters de cholestérol [205]. TI semble que l'expression 
de SR-BI dans les macrophages soit modulée par la charge en cholestérol [533], 
ainsi que par les voies de PPARa, PPARyet LXRa [206,310]. Par contre, sa 
régulation, qui est inversement corrélée à l'expression de l'ABCAI [534,535], 
n'est pas encore complètement comprise. Sous nos conditions expérimentales, le 
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stress oxydatif n'a induit aucun changement significatif de SR-BI, même si les 
voies de pp AR et de LXR ont été altérées. 
En contraste, le stress oxydatif a réduit l'expression génique et protéique 
de l'ABCAl, ce qui peut expliquer la diminution de l'efflux de cholestérol. 
L'expression génique de l'ABCAI peut être régulée de manière 
transcriptionnelle; plusieurs études ont démontré que les pp ARs induisent 
l'expression de l'ABCAI dans les macrophages à travers une cascade 
transcriptionnelle, via l'activation des récepteurs nucléaires LXRs 
[229,234,275,536,537]. De ce fait, nous avons déterminé si la diminution 
d'ABCAI et de l'efflux de cholestérol par le stress oxydatif était dépendante de 
l'inactivation des PPARs et/ou des LXRs. Nos résultats démontrent clairement 
que le fer-ascrobate inhibe la transcription de PPARa, PPARy, LXRa et LXR~. 
En résumé, selon nos résultats, en réponse au stress oxydatif, le 
cholestérol s'accumule dans les macrophages THP-l en conséquence d'une 
réduction de son efflux cellulaire. Le diagramme ci-dessous dépeint les 
mécanismes possibles de ce bris d'homéostasie: le stress oxydatif limite l'efflux 
de cholestérol à travers une cascade moléculaire impliquant l'inhibition de 
l'expression génique de PPARa et PPARy, entraînant le déclin de la transcription 
de LXRa et LXR~, ou via une baisse directe de ces derniers. Ceci entraîne la 
diminution de l'expression de l'ABCAI et de sa transcription protéique, ce qui 
abaisse la sortie du cholestérol. La péroxydation lipidique catalysée par le fer-
ascorbate semble donc jouer un rôle important dans la régulation de l' efflux de 
cholestérol des macrophages THP-l. 
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Figure 33. Réduction de l'efflux de cholestérol par le stress oxydatifdans les 
macrophages THP-I 
Macrophage 
HDL 
D EFFLUX CHOLESTÉROL 
Figure 33 : Dans les cellules THP-l, le stress oxydatif pourrait abaisser l' efflux 
de cholestérol en inhibant l'expression génique de PPARa et PPARy, entraînant 
ainsi le déclin de l'ARNm de LXRa et LXR~, ou pourrait agir directement sur les 
LXRs. Ceci pourrait diminuer la transcription génique de l' ABCA 1, pUIS 
conséquemment sa masse protéique, réduisant l' efflux de cholestérol. 
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Dans le deuxième volet de notre étude, nous avons évalué l'impact du fer-
ascorbate sur les mécanismes de transport de cholestérol et d'inflammation des 
cellules endothéliales vasculaires. Nous croyons que l'étude de la régulation du 
transport de cholestérol dans les cellules endothéliales vasculaire soit pertinente, 
car malgré le fait que ces cellules ne subissent pas de transformation spumeuse et 
n'accumulent pas le cholestérol de manière comparable aux macrophages, elles 
expriment des récepteurs pour les lipoprotéines oxydées et sont pourvues des 
voies métaboliques pour la synthèse des stérols. Plusieurs données suggèrent 
aussi que les cellules endothéliales maintiennent l'homéostasie du cholestérol par 
régulation négative de la synthèse de cholestérol et des récepteurs des 
lipoprotéines de basse densité, ainsi que par un mécanisme d'efflux de cholestérol 
cellulaire dépendant des lipoprotéines de haute densité [214,247,249,258]. 
Globalement, nos résultats ont rapporté une augmentation appréciable des 
niveaux de MDA, sans changement dans les processus d'influx ou d'efflux de 
cholestérol et des récepteurs aux lipoprotéines (comme l'ABCA1, le SR-BI et le 
LOX-l), ni dans l'expression génique des récepteurs nucléaires (incluant PPARa, 
PPARù, PPARy, LXRa et LXR~) ou dans les niveaux d'ARNm des molécules 
d'adhésion (VCAM-l, ICAM-l, E-sélectine et P-sélectine). D'un autre côté, la 
péroxydation lipidique induite par le fer-ascorbate en présence de monocytes a 
augmenté leur adhésion aux cellules HUVEC, en parallèle avec l'augmentation 
de l'expression génique de la ICAM -l, la E-sélectine et la MCP-l et avec la 
réduction de la eNOS. 
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Nos données expérimentales permettent de confirmer la présence 
d'ABCAI [214] et de SR-BI [538] dans les cellules endothéliales, mais ne 
démontrent aucune modification de leur expression par le stress oxydatif induit 
par le fer-ascorbate. De la même manière, les processus d'influx et d'efflux de 
cholestérol n'ont pas été changés par le stress oxydatif. Nos résultats suggèrent 
donc que le stress oxydatif opère de manière différente dans les cellules 
endothéliales que dans les macrophages, étant donné la constation que dans les 
macrophages THP-l, le fer-ascrobate empêche l'efflux de cholestérol en 
réduisant l'expression génique et protéique de l' ABCA 1. 
Le LOX-l est présent sur les cellules endothéliales et consiste en un 
récepteur majeur des oxLDL [215,539]. li permet l'internalisation des oxLDL 
dans les cellules et peut induire la dysfonction des cellules endothéliales [540]. 
L'expression de LOX-1 stimule une variété de processus intracellulaires qui 
mènent à l'expression des molécules d'adhésion, auxquelles s'attachent les 
cellules inflammatoires, et à l'activation endothéliale en affectant une variété de 
gènes comme la eNOS et la MCP-1 [127,540-543]. Par contre, dans nos 
conditions expériementales, la péroxydation lipidique induite par le fer-ascorbate 
n'a pas permis de changer l'expression de LOX-1 et n'a pas affecté le statut de la 
VCAM-1, la ICAM-1 et de la E-sélectine. De plus, d'une manière générale, les 
PP ARs et les LXRs contrôlent la transcription de plusieurs gènes spécifiques 
impliqués dans les voies centrales du métabolisme du cholestérol, de son 
transport et de son élimination [544,545]. Par exemple, les oxLDL inhibent 
l'efflux de cholestérol des cellules endothéliales vers l'apo A-I et suppriment les 
340 
ni veaux protéiques et d' ARN m de l' ABCA 1 dans les HUVEC en diminuant 
l'activité du promoteur de l'ABCAI via une inhibition dépendante des ligands 
des LXRs [249]. Nos observations n'ont pas révélé de modifications dans 
l'expression génique de ces récepteurs nucléaires par le stress oxydatif. Dans 
l'ensemble, les effets pro-inflammatoires et pro-athérogènes des oxLDL n'ont pas 
été observés par la péroxydation lipidique. 
Plusieurs évidences supportent le rôle important de l'inflammation dans 
toutes les phases du développement de l'athérosclérose. Les monocytes et les 
macrophages sont impliqués de manière critique à tous les stades de 
l'athérogenèse et, lorsque stimulés, ils peuvent produire des médiateurs 
biologiquement actifs qui ont une profonde influence sur la progression de 
l'athérosclérose. Nos résultats démontrent que le stress oxydatif amplifie 
l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales et que cette interaction 
cellulaire stimule l'expression génique de la ICAM-l, la E-sélectine et la MCP-I, 
mais réprime l'expression de la eNOS. À notre connaissance, ceci constitue le 
premier rapport qui documente la contribution significative de la péroxydation 
induite par le fer-ascorbate comme un stimulus potentiellement nocif pour 
l'endothélium, sans contribution des oxLDL. Ainsi, dans nos conditions 
expérimentales, la présence concomitante de stress oxydatif et des monocytes 
s'est avérée nécessaire pour induire les facteurs chimiotactiques et pour abaisser 
la eNOS, ce qui pourrait avoir des impacts nocifs sur la santé de l'endothélium 
dans une situation in vivo. 
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Des auteurs ont démontré qu'une source exogène d'anions superoxydes, 
les principaux dérivés réactifs de l'oxygène formés par les monocytes et les 
macrophages, stimule de manière directe et rapide l'expression de la P-sélectine 
et de la ICAM-l à la surface des HUVEC et diminue l'expression protéique et 
génique de la eNOS [546]. Selon ces données et l'analyse de nos résultats, il 
nous semble possible que, en absence des oxLDL, la présence des 
monocytes/macrophages, ou de leurs principaux agents radicalaires, les anions 
superoxydes, soit nécessaire pour provoquer la réactivité endothéliale. 
o 
Figure 34. Stress oxydatif et cellules endothéliales vasculaires 
ENDOTHÉLIUM 
i Activation endothéliale 
i LOX-1 
~ ABCA1 
~ Efflux de cholestérol 
Figure 34 A : L'exposition des cellules endothéliales vasculaires aux oxLDL 
entraîne la dysfonction endothéliale. Entre autres, les oxLDL stimulent 
l'activation endothéliale et l'expression de LOX-1, mais ils inhibent l' ABCA 1 et 
l'efflux de cholestérol [249]. 
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STRESS OXYDATIF 
ENDOTHÉLIUM 
o Activation endothéliale 
o Modification de transport de cholestérol/ 
Transporteurs / métabolisme du cholestérol 
o Modification LOX-1 
Figure 34 B : Dans notre étude, le stress oxydatif induit par le fer-ascorbate n'a 
pas modifié les caractéristiques spécifiques à la dysfonction endothéliale. 
STRESS OXYDATIF o 1 MONOCYTE 
ENDOTHÉLIUM 
i Adhésion cellule-cellule 
i Activation endothéliale (ICAM-1, E-sélectine) 
i MCP-1 
l eNOS 
Figure 34 C : Dans nos conditions expérimentales et en présence des monocytes, 
le stress oxydatif a augmenté l'interaction cellulaire, a amplifié l'expression des 
molécules inflammatoires ICAM-l, E-sélectine et MCP-l et a réduit l'expression 
de la NO synthase endothéliale. 
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Dans le troisième volet de notre étude, nous avons investigué l'influence 
du stress oxydatif sur les réponses antioxydantes et inflammatoires des 
macrophages THP-l. Les macrophages jouent des rôles cruciaux comme 
effecteurs cellulaires des réactions inflammatoires et des réponses immunitaires. 
Ces cellules phagocytaires captent une large variété de composés et produisent 
des dérivés réactifs de l'oxygène dans un processus appelé «respiratory burst » 
qui contribue à éliminer les pathogènes envahissants [547]. En plus de leur 
action bactéricide, la production contrôlée et physiologique de ROS est requise 
pour une régulation convenable des voies contrôlant l'expression génique, les 
modifications post-traductionnelles des protéines et la signalisation cellulaire 
[547,548]. Toutefois, la surproduction soutenue de ROS peut entraîner 
l'inflammation et le dommage tissulaire. Par exemple, la génération excessive et 
non contrôlée de ROS peut endommager les cellules vasculaires, induire la 
formation de oxLDL et initier le processus d'athérosclérose [418]. Dans ces 
conditions, la capacité antioxydante des macrophages s'avère très importante, non 
seulement pour maintenir les fonctions vitales dans la défense envers l'hôte, niais 
aussi pour contrôler de façon précise l'équilibre rédox intracellulaire. 
L'étude de la relation entre les macrophages et le stress oxydatif a, jusqu'à 
ce jour, particulièrement porté sur les événements chimiques responsables de 
l'oxydation des LDL et sur leur importance dans l'athérosclérose [549]. Par 
contre, la capacité des macrophages de composer avec des stimuli oxydatifs 
exogènes et de déployer leur arsenal de défenses antioxydantes n'a été que très 
peu investiguée. Ainsi, d'une manière spécifique, nous avons évalué l'effet du 
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fer-ascorbate sur la susceptibilité des macrophages à la péroxydation lipidique, 
sur la réponse de leurs antioxydants endogènes, sur leur statut rédox et sur la 
génération de l'inflammation. Dans cette étude, nous démontrons que 
l'incubation des macrophages THP-I en présence de fer-ascorbate induit (1) une 
péroxydation lipidique marquée; (2) une déplétion en acides gras polyinsaturés ; 
(3) une augmentation du ratio GSSG/GSH total; (4) une élévation de l'activité 
SOD totale; (5) une diminution de l'ARNm et de la masse protéique de la SOD3 
extracellulaire et de l'ATOX-I; (6) une diminution des activités GSH-
péroxydase et GSH-transférase; (7) des activités catalase et GSH réductase 
inchangées; (8) une expression inchangée de la y-glutalmyltransférase, de la y-
glutamy1cystéine synthétase et de la glutathion synthétase ; (9) une élévation de 
TNF-a en accord avec la diminution de l'expression protéique de IKB ; et (10) 
une accumulation de H202 au niveau intra- et extracellulaire. 
li a déjà été démontré que la péroxydation lipidique induite par le fer-
ascorbate altère la composition et les propriétés des environnements lipidiques, 
affecte les fonctions des enzymes régulatrices des stérols et l'intégrité 
membranaire des protéines du RE, en plus de déranger l'homéostasie du 
cholestérol [550,551]. Les données présentées dans notre étude indiquent 
clairement que le système fer-ascorbate entraîne une péroxydation marquée dans 
les macrophages, probablement par l'oxydation des AGPI membranaires, menant 
à la perte des acides gras n-3 et n-6. Les niveaux de MDA et la déplétion en 
acides gras ont pu être réduits par le traitement des macrophages avec les 
antioxydants. 
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Nous avons aussi étudié les effets du fer sur le statut rédox cellulaire, 
connu pour être très susceptible au stress oxydatif soutenu. Plusieurs mécanismes 
importants impliqués dans la défense antioxydante impliquent le tripeptide 
glutathion. Le glutathion est le composé thiolé le plus abondant dans les cellules 
des mammifères, avec des niveaux aussi élevés que 10 mM [552-554]. Le 
glutathion existe principalement dans sa forme réduite (GSH) et seulement de 1 à 
5% est dans sa forme oxydée pour former le glutathion disulfide (GSSG). 
L'enzyme glutathion-disulfide réductase dépendante du NADPH réduit le GSSG 
en GSH, et le ratio GSSG/GSH total est souvent utilisé comme un indicateur du 
statut rédox cellulaire [555,556]. Nos résultats démontrent que l'augmentation de 
la péroxydation lipidique par le fer-ascorbate est parallèle à l'élévation des 
niveaux de MDA et que les altérations des acides gras polyinsaturés sont 
accompagnées d'une hausse du ratio GSSG/GSH total dans les macrophages. 
Le glutathion est synthétisé en deux étapes séquentielles dépendantes de 
l'ATP, catalysées par les enzymes y-glutamylcystéine synthétase (y-GCS), 
l'enzyme limitante, et glutathion synthétase (GSS). Aucun changement 
significatif de l'expression génique de ces enzymes en réponse au fer-ascorbate 
n'a été observé. En conséquent, nous avons testé la modulation de l'expression 
de la y-glutamyltransférase (y-GT), l'enzyme responsable du catabolisme 
extracelluaire du glutathion et, encore une fois, la péroxydation lipidique n'a pas 
modifié son expression. 
Figure 35. Synthèse et métabolisme du glutathion 
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Figure 35 : Le glutathion est synthétisé en deux étapes séquentielles dépendantes 
de l'ATP, catalysées par les enzymes y-GCS et GSS. L 'enzyme GSH péroxydase 
oxyde le GSH en GSSG et la GSH réductase réduit le GSSG en GSH. 
La production de radicaux libres est contrôlée par différents mécanismes 
de défense consistant en des protéines enzymatiques. Les protections 
antioxydantes enzymatiques incluent les SOD, la catalase et les GPx. Les SOD 
sont des enzymes qui catalysent la dismutation de l'anion superoxyde (02-), 
hautement réactif, en 02 et en H20 2. La CA T et les GPx jouent pour leur part un 
rôle important dans la détoxification du H20 2. En particulier, la catalase réagit de 
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manière très efficace avec le H20 2 pour former de l'eau et de l'oxygène 
moléculaire, protégeant ainsi les cellules contre l'accumulation de H202. Les 
GPx catalysent la réaction des hydropéroxydes en utilisant le GSH, défendant 
aussi les cellules contre les dommages oxydatifs. Les données de notre étude 
indiquent que l'activité SOD totale des macrophages augmente en présence de 
fer-ascorbate. Par contre, la catalase est restée inchangée et une faible diminution 
de l'activité GPx a été notée. Ainsi, le débalancement dans la coordination de 
l'expression et de l'activité des enzymes antioxydantes dans les macrophages 
pourrait mener à la génération de stress oxydatif. En effet, en stimulant la 
dismutation de 02-, l'activité SOD peut faciliter la formation de H202, un dérivé 
réactif de l'oxygène capable d'induire le dommage cellulaire à de hautes 
concentrations (> 100 !lM) [557]. 
Chez les mammifères, on compte trois métallo-isozymes de SOD: la 
cuivre-zinc SOD (Cu, Zn-SOD ou SODl), la manganèse SOD (Mn-SOD ou 
SOD2) et la cuivre-zinc SOD extracellulaire (ec-SOD ou SOD3). La SOD3, une 
glycoprotéine tétramérique, consiste en une enzyme sécrétoire, alors que la SOD 1 
et la SOD2 sont des enzymes intracellulaires retrouvées de manière prédominante 
respectivement dans le cytoplasme et la mitochondrie [558]. Nos expériences 
indiquent que le stress oxydatif induit par le fer-ascorbate augmente l'activité de 
la SOD 1. Ce gain de fonction n'a pas accompagné une élévation de son 
expression protéique et génique, ce qui suggère une régulation post-
traductionnelle de l'enzyme [559-563]. D'une manière similaire, l'équipe de 
Holvoet [564] a rapporté que les oxLDL peuvent réduire les défenses oxydantes 
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dans les cellules THP-I en inhibant la SOD 1. Des données récentes obtenues 
chez les souris transgéniques ont souligné l'importance fonctionnelle de la SODI. 
En effet, l'invalidation de la SODI entraîne l'augmentation des niveaux 
vasculaires de superoxydes et de peroxynitrites, une élévation des processus 
myogéniques et des réponses vasoconstrictrices, un défaut dans la relaxation 
dépendante de l'endothélium dans les artères et les micro-vaisseaux, une 
amplification de la perméabilité vasculaire post-ischémie et des anomalies de la 
structure vasculaire [565-568]. La prédominance de SODI dans les cellules est 
aussi un signe de son importance fonctionnelle. Par exemple, l'activité de la 
SODI dans les aortes humaines et de souris compte pour 50 à 80 % de l'activité 
totale de la SOD, alors que la SOD2 contribue pour 2 à 12% de l'activité et que la 
SOD3 compte pour le reste [569]. Toutefois, la diminution de l'expression 
génique et la masse protéique de cette dernière pourrait avoir des conséquences 
nocives, étant donné le rôle de la SOD3 dans la régulation des niveaux 
extracellulaires d'anions superoxydes [558]. 
L'ATOX-I consiste en une protéine chaperone cytosolique qui délivre le 
cuivre à la SOD3 et qui est requise pour son activité [570]. Nous avons observé 
une diminution significative de l'expression génique d'ATOX-I, ce qui est 
consistant avec les données révélant que cette protéine n'agit pas seulement en 
livrant le cuivre à la SOD3, mais aussi comme un régulateur positif de sa 
transcription [570]. 
Nous avons aussi investigué l'accumulation possible de H20 2 aux niveaux 
intracellulaire et extracellulaire, après une incubation des THP-I avec le fer-
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ascorbate. Nos données indiquent une élévation des niveaux de H20 2 dans les 
homogénats cellulaires et dans le surnageant. li a déjà été démontré que le 
péroxyde d'hydrogène peut abaisser l'expression protéique de la SOD3, ainsi que 
l'expression génique de la SOD3 et de l'ATOX-l. Cette accumulation de H20 2 
pourrait donc être une pièce du mécanisme par lequel le fer-ascorbate influence la 
SOD3 [571,572]. 
Dans les macrophages, les réponses inflammatoires sont étroitement 
contrôlées à travers une régulation impliquant le NF-KB. À l'état de base, le NF-
KB se trouve au niveau cytosolique sous la forme d'un hétérodimère p50/p65 
complexé avec son inhibiteur, le IKB. L'activation d'un complexe IKB kinase par 
différents stimuli mène à la phosphorylation de IKB, causant sa dissociation de 
NF~KB et sa dégradation successive dans le protéasome. La perte de IKB permet 
une translocation rapide de NF-KB au noyau, ce qui facilite la transcription de 
protéines pro-inflammatoires [573,574]. Étant donné que le NF-KB est un facteur 
de transcription sensible au stress oxydatif, nous avons testé l'expression 
protéique de IKB dans les macrophages THP-l exposés au fer-ascorbate. Selon 
nos résultats, ce système pro-oxydant est capable de diminuer l'expression 
protéique de IKB, ce qui peut potentiellement relâcher le NF-KB et faciliter sa 
translocation au noyau, entraînant l'activation des gènes pro-inflammatoires 
comme le TNF-a, tel que nous l'avons noté dans nos expériences. 
De ces travaux, nous concluons que lorsque les macrophages THP-l sont 
soumis à un stress oxydatif, il s'ensuit une péroxydation lipidique, une 
perturbation de la compostion en acides gras pol yin saturés et une réponse 
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inflammatoire. Dans nos conditions expérimentales, la réponse des enzymes 
antioxydantes ne s'est pas avérée efficace, ce qui a mené à une perturbation du 
statut rédox et à l'accumulation intracellulaire et extracellulaire du péroxyde 
d'hydrogène, qui peut lui-même exercer des effets nocifs. Cette attaque 
oxydative a donc déréglé certains processus de défense des macrophages THP-l, 
qui n'ont pas été en mesure de se détoxifier de manière convenable. 
Figure 36. Réponse des macrophages au stress oxydatit 
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Figure 36 A : Nous proposons que dans les macrophages THP-l, le stress 
oxydatif entraîne la dissociation de NF-KB de son inhibiteur, puis sa translocation 
au noyau. Ceci active les macrophages et mène à la synthèse d'anions 
su peroxydes et de facteurs inflammatoires comme le TNF-u. 
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Figure 36 8 : Dans nos conditions expérimentales, l'activité SOD totale et SODI 
est amplifiée en réponse au stress oxydatif, probablement en raison de la 
surproduction d'anions superoxydes. Par contre, les enzymes catalase et 
glutathion péroxydase ne démontrent pas d'augmentation parallèle, ce qui cause 
une accumulation de péroxyde d'hydrogène au niveau intracellulaire et 
extracellulaire. 
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Figure 36 C: L'accumulation de péroxyde d'hydrogène peut entraîner une 
réduction de la transcription génique et de l'expression protéique de la SOD3, 
tout comme le TNF-(l qui peut exercer un effet négatif sur la protéine. Il a aussi 
été démontré que le péroxyde d'hydrogène a la capacité d'abaisser l'expression 
d' ATOX-l, qui peut à son tour empêcher l'expression de la SOD3. 
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En conclusion, nos études ont permIS de préciser l'impact du stress 
oxydatif sur les étapes précoces de l'athérogenèse, en. plus de souligner 
l'implication capitale des macrophages dans ce processus. Lorsque les 
macrophages se trouvent dans un milieu pro-oxydatif, ils deviennent prédisposés 
à se développer en cellules spumeuses, par l'inhibition, entre autres, de la sortie 
de cholestérol cellulaire. Le stress oxydatif peut aussi stimuler la dysfonction des 
cellules endothéliales vasculaires, mais seulement lorsque ces dernières sont 
mises en présence de monocytes, soit à l'instar de la situation pathophysiologique 
normale. Enfin, l'importance des monocytes/macrophages dans ces étapes 
pourrait être due à leur incapacité à se défendre adéquatement contre un stress 
oxydatif, devenant toxiques pour eux-mêmes et pour les cellules environnantes. 
Ainsi, nos résultats appuient l 'hypothèse inflammatoire qui implique de 
manière prédominante les monocytes/macrophages dans le développement de 
l'athérosclérose. Selon nos travaux, les interventions préventives et 
thérapeutiques des maladies cardiovasculaires devraient cibler plus 
spécifiquement les monocytes/macrophages et leurs interactions avec 
l'endothélium, plutôt que de viser simplement la dysfonction endothéliale. 
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